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The vynil polymers were imprinted with quercetin and tri-o-acetyladenosine(TOAA) 
with the final goal to create approximate imitation of  these molecules binding sites to  
protein kinases-important class of enzymes that regulate the majority of cellular 
pathways including the important ΗΙF-1 pathway involved in the pathology of cancer 
and other diseases. Quercetin is known inhibitor of protein kinases  who are involved 
in the regulation of HIF-1, acting by adenosine mimetic mechanism. TOAA is organic 
solvent soluble analog of ATP - a protein kinases’ cofactor-donor of phosphate group 
that is transferred by kinase from ATP to modified protein. 
 
EXPERIMENTAL 
Molecularly imprinted polymers (MIP) were prepared by bulk polymerization of 
vinylpyridine (monomer for quercetin) or methacrylic acid (monomer for TOAA) in 
the presense of ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) as cross-linker. The 
polymerization was initiated thermally or photochemically. After overnight 
polymerization the polymer monolith was ground, washed for the template removal 
(quercetin or TOAA) and used for the evaluation of imprinting efficiency and 
template affinity by batch rebinding, solid phase extraction and HPLC experiments. 
Non-imprinted polymers were prepared by the same procedure but in the absence of 
template and used as control for the estimation of the imprinting effect. 
 
RESULTS 
The selected templates were successfully imprinted giving molecular imprints that 
specifically bind with medium to high affinity the quercetin or TOAA 
respectively.The fabricated quercetin-MIP molecular imprint specifically binds 
quercetin (Imprinting Factor IF=6,6) with medium to high affinity (Ka=9,54x104M-1). 
The prepared TOAA-MIP also binds tri-o-acetyladenosine (Imprinting Factor 
IF=31,2) with medium to high affinity (Ka=6,24x104M-1). 
 
CONCLUSIONS 
Quercetin and TOAA were successfully imprinted in vinyl polymer matrix giving 
imprints that can recognize and specifically interact with the initial template. The 
imprinted cavities can be anticipated as imitation of quercetin or TOAA/ATP binding 
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site to protein kinases. These cavities can be re-occupied by the initial template as 
well as template like (similar size, shape, functionalities) molecules. Consequently 
these polymers can be used for recognition and isolation of template like molecules 
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Συνθετικά πολυµερή αποτυπώθηκαν για την  κερκετίνη και την   τρι-ο-
ακετυλοαδενοσίνη (ΤΟΑΑ). Τελικός στόχος ήταν η δηµιουργία κατάλληλης 
αποµίµησης των θέσεων δέσµευσης τους στις  πρωτεϊνικές κινάσες- σηµαντική τάξη 
ενζύµων που ρυθµίζουν πλήθος κυτταρικών µονοπατιών, συµπεριλαµβάνοντας το 
σηµατοδοτικό µονοπάτι του HIF-1 που σχετίζεται µε την εµφάνιση καρκίνου και 
άλλων ασθενειών. Η κερκετίνη είναι γνωστός αναστολέας των πρωτεϊνικών κινασών 
δρώντας µέσω ATP µιµητικού µηχανισµού .  Η TOAA είναι οργοδιαλυτή ανάλογη 
ένωση ΑΤΡ, που είναι συµπαράγοντας πρωτεϊνικών κινασών  και δότης φωσφορικής 




Μοριακώς αποτυπωµένα πολυµερή(ΜΙΡ) παρασκευάστηκαν µε τη χρήση της 
4-βινυλοπυριδίνης (µονοµερές για την κερκετίνη) ή του µεθακρυλικού οξέος 
(µονοµερές για την ΤΟΑΑ) παρουσία του αιθυλενογλυκολδιµεθυλακρυλένιο 
(EDMA) ως µέσο διασταύρωσης. Ο πολυµερισµός πραγµατοποιήθηκε θερµικά ή 
φωτοχηµικά. Ύστερα από 24 ώρες πολυµερισµού το πολυµερές (µονόλιθος) 
θρυµµατίστηκε, αποµακρύνθηκε το υπόστρωµα και χρησιµοποιήθηκε για εκτίµηση 
της απόδοσης της αποτύπωσης και της συγγένειας ως προς το υπόστρωµα σε 
πειράµατα στατικής επαναδέσµευσης , εκχύλισης στερεής φάσης και υγρής 
χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης HPLC. Μη µοριακά αποτυπωµένα πολυµερή 
παρασκευάστηκαν χωρίς την παρουσία υποστρώµατος κατά τον πολυµερισµό και 




Τα επιλεγµένα υποστρώµατα (κερκετίνη και TOAA) αποτυπώθηκαν επιτυχώς 
δίνοντας µοριακά αποτυπώµατα που δεσµεύουν ειδικά µε µέση έως υψηλή συγγένεια 
την κερκετίνη και την τρι-ο-ακετυλοαδενοσίνη. 
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Το παρασκευασθέν µοριακό αποτύπωµα για την κερκετίνη δεσµεύει ειδικά το 
υπόστρωµα (συντελεστής αποτύπωσης IF=6,6) µε µέση έως υψηλή συγγένεια  
(Ka=9,54x104M-1). 
Το παραχθέν αποτυπωµένο πολυµερές για την ΤΟΑΑ επίσης δεσµεύει ειδικά το 




 Η κερκετίνη και η ΤΟΑΑ αποτυπώθηκαν επιτυχώς σε τεχνητές µήτρες πολυµερούς 
δίνοντας αποτυπώµατα ικανά να αναγνωρίζουν και αλληλεπιδρούν ειδικά και ισχυρά 
µε το  αρχικό υπόστρωµα. Οι κοιλότητες που προέκυψαν από τον πολυµερισµό 
προσδοκάται ότι είναι συνθετική αποµίµηση των θέσεων δέσµευσης της κερκετίνης 
και της ΤΟΑΑ ως προς τις πρωτεϊνικές κινάσες. Οι κοιλότητες αυτές είναι ικανές να 
επανα-καταληφθούν από το αρχικό υπόστρωµα καθώς και από οµόλογες 
ενώσεις(ίδιο σχήµα, µέγεθος, λειτουργικές οµάδες). Συνεπώς τα πολυµερή µπορούν 
να χρησιµοποιηθούν για την αναγνώριση και την αποµόνωση οµόλογων  προς τα 
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Εισαγωγή  
Το οξυγόνο είναι ένα από τα πιο σηµαντικά στοιχεία καθώς απαιτείται για την 
επιβίωση των περισσότερων οργανισµών.  
Η κυτταρική υποξία(µειωµένη παροχή οξυγόνου) συνδυάζεται  µε την 
ανάπτυξη µίας σειράς παθολογικών καταστάσεων  (σχήµα 1) που σήµερα αποτελούν 
τα κύρια αίτια του θανάτου του ανθρώπου και η αναζήτηση τρόπων θεραπευτικής 




Σχήµα 1: Νοσήµατα που σχετίζονται µε την υποξία [Α. Τσακάλωφ 2010] 
 
 Η προσαρµογή των οργανισµών στην υποξία περιλαµβάνει αντανακλαστικό 
υπεραερισµό, αυξηµένη παραγωγή ερυθροκυττάρων και σχηµατισµό νέων 
αιµοφόρων αγγείων σε επίπεδο συστήµατος. Σε κυτταρικό επίπεδο η προσαρµογή 
στην υποξία περιλαµβάνει την αλλαγή του ενεργειακού µεταβολισµού από την 
οξειδωτική φωσφορυλίωση σε αναερόβια γλυκόλυση, την αύξηση στην πρόληψη 
γλυκόζης καθώς και την έκφραση πρωτεϊνών που σχετίζονται µε την κυτταρική 
επιβίωση ή την απόπτωση. Οι διαδικασίες αυτές υπόκεινται στον έλεγχο ενός 
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1. Μεταγραφικός Παράγοντας  HIF-I 
 
1.1 Ο µεταγραφικός παράγοντας  HIF-I 
O HIF-1 είναι µια ετεροδιµερής πρωτεΐνη και αποτελείται από δύο 
υποµονάδες τον HIF-1α  και τον HIF-1β που έχουν τη χαρακτηριστική δοµή bHLH-
PAS (basic Helix-Loop-Helix – Per/Arnt/Sim). Και οι δύο υποµονάδες παρουσιάζουν 
υψηλή οµολογία και είναι αρκετά συντηρηµένες έχοντας περίπου 90% οµοιότητα 
ανάµεσα στον άνθρωπο, το ποντίκι και τον αρουραίο. Η έκφραση του HIF-1α είναι 
αρκετά υψηλή κατά την υποξία, ενώ διατηρείται σε χαµηλά επίπεδα κατά τη  
νορµοξία. Αντίθετα ο HIF-1β γνωστός και ως ARNT (Aryl Hydrocarbon Nuclear 
Translocator), εκφράζεται συνεχώς µέσα στα κύτταρα και η ενεργότητά  του 









Εικόνα 1: Πρωτεϊνικές περιοχές των HIF-1α (α) και HIF-1β (β). Φαίνονται µε κόκκινο και πράσινο 
χρώµα οι περιοχές ετεροδιµερισµού και σύνδεσης στο DNA. Οι περιοχές ενεργοποίησης φαίνονται µε 
κίτρινο και τα σήµατα πυρηνικού εντοπισµού (NLS) µε µπλέ χρώµα. Η θέση της ODD φαίνεται µε 
γκρι χρώµα     Από Dery et al., 2004 
  
Σε συνθήκες νορµοξίας (φυσιολογική συγκέντρωση οξυγόνου), ο HIF- α  
υπόκειται σε ταχύτατη αποικοδόµηση µέσω του µονοπατιού της ουβικουιτινίωσης. Η 
διαδικασία της αποικοδόµησης της πρωτεΐνης HIF-1α αρχίζει µε την πρόσδεση της 
πρωτεΐνης pVHL (Von Hippel Lindau) σε περιοχές όπου έχουν υδροξυλιωθεί 
προλίνες (ODD περιοχή) σε µετα-µεταγραφικό στάδιο από υδροξυλάσες προλίνης 
(Prolyl Hydroxylase PHD) ή υδροξυλάσες προλίνης του HIF (HIF Prolyl 
Hydroxylase HPH). ) Η pVHL  είναι  αναγνωριστικός παράγοντας του συµπλέγµατος 
της λιγάσης της ουβικουιτίνης (pVHL-elonginB-elonginC-Cul2-Rbx) και στοχεύει 
στην πρωτεόλυση του HIF-1α µέσω του µονοπατιού ουβικουιτίνης-πρωτεοσώµατος 
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[Hon et al., 2002; Min et al., 2002]. Έτσι, παρουσία οξυγόνου και µέσα σε 5 λεπτά 
από τη σύνθεσή του, ο HIF-α υδροξυλιώνεται, ουβικουιτινυλιώνεται και 
αποικοδοµείται στο πρωτεόσωµα. 
 Σε συνθήκες υποξίας ο HIF-α οδηγείται στον πυρήνα, µέσω των ειδικών 
αλληλουχιών που βρίσκονται στην πρωτεΐνη, τα σήµατα πυρηνικού εντοπισµού 
(Nuclear Localization Signal, NLS). Για να δράσει ως µεταγραφικός παράγοντας 
πρέπει να διµεριστεί µε τον ARNT. Η κάθε υποµονάδα HIF-1α και HIF-1β έχει δύο 
περιοχές (bHLH και PAS) οι οποίες είναι απαραίτητες για το σχηµατισµό του 
ετεροδιµερούς καθώς και για την πρόσδεσή του στο DNA σε συγκεκριµένες 
αλληλουχίες HREs (hypoxia responsive elements HRE) που µπορεί να βρίσκονται 
στους υποκινητές των γονιδίων που αποκρίνονται στην υποξία [Jiang et al., 1996]. 
Τα γονίδια αυτά κωδικοποιούν πρωτεΐνες που συµβάλλουν στην προσαρµογή των 
κυττάρων στην υποξία όπως αύξηση της µεταφοράς γλυκόζης και της µεταβολικής 
δραστηριότητας, καθώς και την ερυθροποίηση ή την αγγειογένεση. 
 




1.2.1 Η φωσφορυλίωση του HIF-1α από MAPK επηρεάζει τη µεταγραφική του 
ενεργότητα 
 Η φωσφορυλίωση των µεταγραφικών παραγόντων είναι ένας κοινός 
µηχανισµός ρύθµισης της ενεργότητας τους. H φωσφορυλίωση του HIF-1α 
πραγµατοποιείται µετά τη σταθεροποίηση της πρωτεΐνης κάτω από υποξικές ή 
νορµοξικές συνθήκες [Sodhi A et al., 2000; Richard D.E. et al., 1999]. H 
ενεργοποίηση των p42/44 MAPK είχε ως αποτέλεσµα την φωσφορυλίωση του HIF-
1α σε µια κυτταρική σειρά όπου η δράση των MAPK είναι επαγόµενη, κάτι που 
υπέδειξε ότι η τροποποίηση αυτή του HIF-1α είναι εξαρτώµενη από MAPK [Richard 
D.E. et al., 1999]. Στην ίδια µελέτη οι κινάσες p38 και c-Jun δεν φωσφορυλίωσαν τον 
HIF-1α in vitro. Ωστόσο και οι τρεις παραπάνω κινάσες βρέθηκε ότι αυξάνουν τη 
µεταγραφική του ενεργότητα [Sodhi A et al., 2000]. 
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Εικόνα 2: Βιολογικός ρόλος της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις MAPK. O HIF-1α εισέρχεται 
στον πυρήνα αφού σταθεροποιηθεί και εξέρχεται γρήγορα στο κυτταρόπλασµα µέσω ενός µηχανισµού που 
εξαρτάται από τη CRΜ1. Ενεργοποίηση του µονοπατιού των MAPK προκαλεί φωσφορυλίωση του HIF-
1α  στις σερίνες 641 και 643 µέσω των p42/44 MAPK και αναστολή της εξόδου του από τον πυρήνα. Έτσι 
ο HIF-1α συσσωρεύεται στον πυρήνα, ετεροδιµερίζεται µε τον ARNT, προσδένεται στα HREs των 
γονιδίων στόχων και διεγείρει τη µεταγραφή τους µέσω των συνενεργοποιητών CBP/p300. Η 
αλληλεπίδραση µε τους συνενεργοποιητές CBP/p300 ενισχύεται περαιτέρω µέσω φωσφορυλίωσης από 
MAPK. 
Από Mylonis et al.,JBC,  2006 
 
 
Οι p42/44 MAPK φωσφορυλιώνουν τον HIF-1α στις σερίνες 641 και 643 
[Mylonis et al., 2006]. Η φωσφορυλίωση αποτρέπει την έξοδο του HIF-1α από τον 
πυρήνα µέσω του υποδοχέα εξόδου των πυρηνικών πρωτεϊνών (CRM1) µε 
αποτέλεσµα ο HIF-1α να είναι ικανός να δηµιουργήσει διµερές µε τον ARNT, να 
συνδεθεί στο DNA(nls) και να επάγει την έκφραση των γονιδίων στόχων. Μετάλλαξη 
των σερινών 641 και 643  οδήγησε σε εξαγωγή του HIF-1α από τον πυρήνα και 
εντοπισµό του αποκλειστικά στο κυτταρόπλασµα.  
Οι p42/p44 MAP κινάσες φωσφορυλιώνουν το καρβοξυτελικό άκρο του   
HIF-1a ωστόσο  φαίνεται ότι φωσφορυλίωση πραγµατοποιείται  και στο αµινοτελικό 
του τµήµα από µια άγνωστη µέχρι τώρα κινάση πρωτεϊνών µε µοριακό βάρος περίπου 
100kD [Mylonis et al., 2006]. Μια άλλη κινάση που φαίνεται να επηρεάζει θετικά τον 
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HIF-1α είναι η κινάση καζεΐνης 2 CK2, καθώς πειραµατικά δεδοµένα έδειξαν ότι 
αναστολείς της CK2 µείωσαν τη δράση του HIF-1α [Mottet et al., 2005].  
 
 
1.3. Ο ρόλος του HIF-1  στην  εµφάνιση καρκίνου 
 Η υποξία αποτελεί κοινό χαρακτηριστικό των αυξανόµενων όγκων. Κατά την 
ογκογένεση τα καρκινικά κύτταρα βρίσκονται σε κατάσταση υποξίας επειδή ο 
πολλαπλασιασµός των κυττάρων είναι πολύ γρήγορος ενώ τα αιµοφόρα αγγεία 
δηµιουργούνται µε χαµηλότερους ρυθµούς, µε αποτέλεσµα η ροή του αίµατος και 
κατά συνέπεια η οξυγόνωση να είναι ελαττωµένη. Η υποξία είναι τοξική για τα υγιή 
αλλά και για τα καρκινικά κύτταρα. Ωστόσο τα τελευταία έχουν την ικανότητα να 
προσαρµόζονται στις αλλαγές και να επιβιώνουν ακόµη και να πολλαπλασιάζονται σε 
υποξικές συνθήκες. Οι υποξικές συνθήκες στο εσωτερικό των όγκων µπορεί να 
οδηγήσουν σε αυξηµένη σταθερότητα και µεταγραφική ενεργότητα του HIF. 
Ανοσοχηµικές µελέτες έδειξαν ότι υπάρχουν ανιχνεύσιµα πρωτεϊνικά επίπεδα του 
HIF-1α σε καλοήθεις όγκους, αυξηµένα επίπεδα σε πρόωρα κακοήθεις όγκους και 
ένα ενδεικτικό ποσοστό σε µεταστάσεις όγκων σε αντίθεση µε τους φυσιολογικούς 
ιστούς [Ηarris, 2002; Zhong et al., 1999].  
Σε καρκινικά κύτταρα παρατηρείται αυξηµένη συχνότητα γενετικών αλλαγών 
η οποία σχετίζεται µε την αυξηµένη έκφραση του HIF-1α. Για παράδειγµα απώλεια 
λειτουργίας της p53, η οποία είναι ανενεργή στους  καρκίνους, αύξησε τα επίπεδα 
του HIF-1α και ενίσχυσε την µεταγραφική ενεργότητα του HIF [Ravi et al., 2000]. 
Ακόµη  απώλεια της λειτουργίας του ογκοκατασταλτικού γονιδίου της PTEN σε 
κύτταρα γλοιοβλαστώµατος οδήγησε σε αυξηµένα επίπεδα του HIF-1α και έκφραση 
γονιδίων µέσω του HIF, πιθανότατα µέσω ενεργοποίησης του µονοπατιού των 
PI3K/AKT [Zundel et al., 2000]. Επίσης ενεργοποίηση του ογκογονιδίου v-Src µέσω 
µεταλλάξεων βρέθηκε ότι αυξάνει την έκφραση του HIF-1α και των επαγόµενων 
γονιδίων του [Jiang et al., 1997]. Τέλος, ενισχυµένη σηµατοδότηση από τον 
υποδοχέα κινάσης τυροσίνης HER2 έχει δειχθεί ότι αυξάνει το ρυθµό σύνθεσης του 
HIF-1α [Laughner et al., 2001]. Αυξηµένη ενεργότητα του HER2 είναι µια κυρίαρχη 
και σηµαντική γενετική αλλαγή στον καρκίνο του µαστού και σχετίζεται µε 
επιθέτικότητα του όγκου και κακή πρόγνωση. Ωστόσο, υπάρχουν και σπάνιες 
περιπτώσεις όπου η υπερέκφραση του HIF-1α δε σχετίζεται µε κακή πρόγνωση. Για  
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παράδειγµα στην  περίπτωση του καρκίνου των ωοθηκών, η υπερέκφραση του HIF-
1α σχετίζεται µε απόπτωση σε καρκινικά κύτταρα (p53 αγρίου τυπου). 
Η τελευταία περίπτωση είναι ιδιατέρως σπάνια και κατά κανόνα η υπερέκφραση του 
HIF-1a σχετίζεται µε την ανάπτυξη όγκων. Η υπερέκφραση του HIF-1 µπορεί να 
αποτελέσει δείκτη επικινδυνότητας για νόσο ή αντίσταση στη θεραπεία [Semenza et 
al., 2003].  
 
1.4 Αναστολή HIF-1a -Στόχος αντικαρκινικών φαρµάκων 
Η ρύθµιση της ενεργότητας του ΗΙF-1 είναι δυνατή σε διάφορα επίπεδα του 
κυτταρικού κύκλου συµπεριλαµβανοµένων τα στάδια της µεταγραφής, της 
µετάφρασης, της µετά-µεταφραστικής τροποποίησης, της αλληλεπίδρασης µε άλλες 
πρωτεΐνες και της αποικοδόµησης.   Η δυνατότητα ρύθµισης του HIF-1  σε όλα αυτά 
τα στάδια καθώς και η εµπλοκή του σε ασθένειες όπως ο καρκίνος και οι ισχαιµίες  
τον καθιστούν ως ένα έγκυρο φαρµακευτικό στόχο.  
Τις τελευταίες δεκαετίες οι επιστήµονες εστίασαν τις προσπάθειες τους στην 
ανεύρεση µικρών µορίων που µπορούν έµµεσα ή άµεσα να αναστείλουν την 
ενεργοποίηση ή τη δράση του µεταγραφικού παράγοντα HIF-1. Ακολουθήθηκε η 
σύνηθης διαδικασία ανεύρεσης φαρµάκων η οποία περιλαµβάνει δύο κύριες 
στρατηγικές.  Η πρώτη είναι η αναζήτηση µέσω της τυχαίας σάρωσης βιβλιοθηκών 
φυσικών ή συνθετικών ενώσεων και η δεύτερη  διαδικασία περιλαµβάνει την 
ανεύρεση νέων φαρµάκων µέσω της συνθετικής χηµείας. Μια άλλη προσέγγιση που 
χρησιµοποιείται επίσης µέχρι σήµερα βασίζεται στη σταδιακή κλασµάτωση των 
αργών εκχυλισµάτων από φυσικές πηγές. Κάποιες από τις  ουσίες στις οποίες 
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Πίνακας 1: Βασικές κυτταρικές διαδικασίες που ρυθµίζουν την έκφραση και την 
ενεργότητα του HIF-1.  Παραδείγµατα µικρών χηµικών ενώσεων που τους διακόπτουν 
επάγοντας (+) ή αναστέλλοντας (-) τον HIF-1  [Α.Τσακάλωφ 2010]  
 
Κάποιοι από τους ήδη γνωστούς αναστολείς είναι φυσικές ενώσεις που 
ανήκουν στα φλαβονοειδή όπως η κερκετίνη, η φισετίνη, η λουτεολίνη, µπαϊκαλεϊνη 
και η καµφερόλη.  Τα φλαβονοειδή αυτά εκτός από την καµφερόλη επάγουν τον HIF-
1α εξαιτίας της συµπλοκοποίησης του Fe2+(αναστολή δράσης PHD)  . Επειδή όµως 
















PI3K flavonoids, wortmannin , LY294002 (-) 
AKT Triciribine (-) 
PDK SB203580 , NU6102 (-) 
mTOR Rapamycin , Everolimus 
, AP23573, CCI-779 (-) 
GSK3β Aloisine, Indirubin-3'-









ERK1/ERK2 SB202190, SB203580, EGCG (-) 
EGFR Gefitinib, erlotinib, quercetin (-) 
HER2 Tyrphostin AG 825 (-) 
B-RAF AAL-881, LBT-613 (-) 





PHD DMOG, desferrioxamine (+) 
Ε1/Ε2/Ε3 -  











p300  ενεργοποίηση p300- Chetomin (-) 
Mεταφορά από τον 
πυρήνα σε 
κυτταρόπλασµα 
αναστολή εξπορτίνες (Crm1) Leptomycin B  (-) 









ενεργοποίηση - YC-1 (-) 
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HIF-1 αναστέλλοντας τη δράση των MAPK  ο  HIF-1α ανιχνεύεται στα κύτταρα 
αλλά είναι µεταγραφικά ανενεργός(ανίκανος να δυνδεθεί µε τον 
ARNT)[Α.Triantafyllou 2007]. 
Σηµαντικό είναι ωστόσο να αναφερθεί ότι ενώ για τις περισσότερες 
κυτταρικές διαδικασίες που σχετίζονται µε την επαγωγή και την ενεργοποίηση του 
HIF-1 έχουν βρεθεί µέχρι σήµερα αρκετοί αναστολείς [Νagle], οι αναστολείς αυτοί 
δεν βρίσκουν εφαρµογές ως φάρµακα λόγω τοξικότητας ή λόγω παράλληλων 
ανεπιθύµητων ενεργειών ή φτωχών φαρµακευτικών ιδιοτήτων. Για το λόγω αυτό η 
αναζήτηση νέων φαρµακευτικών ενώσεων µε βελτιωµένες ιδιότητες απασχολεί µέχρι 
και σήµερα την επιστηµονική κοινότητα. 
Σήµερα στο πεδίο αναζήτησης νέων φαρµακευτικών ενώσεων ακολουθούνται 
κυρίως δύο στρατηγικές οι οποίες όµως παρουσιάζουν σηµαντικά µειονεκτήµατα. 
Όσον αφορά τη σύνθεση νέων ενώσεων/πρόδροµων φαρµάκων, σηµαντική 
τροχοπέδη αποτελεί το γεγονός ότι η µεγάλη ποικιλία ενώσεων, µε τις µοναδικές 
χηµικές δοµές των φυσικών πηγών πολλές φορές είναι δύσκολο να παρασκευασθεί µε 
την οργανική σύνθεση. Η αποµόνωση των δραστικών ενώσεων µε την κλασσική 
διαδικασία σταδιακής κλασµάτωσης καθοδηγούµενης από βιοδοκιµές (bioassay 
guided fractionation) είναι αρκετά χρονοβόρα, δύσκολα αυτοµατοποιείται και πολύ 
συχνά οδηγεί στην αποµόνωση ήδη γνωστών ενώσεων. Τέλος η προσέγγιση της 
τυχαίας σάρωσης δεν είναι αποδοτική εφόσον από χιλιάδες ακόµα και εκατοµµύρια 
ενώσεις που δοκιµάζονται αποκαλύπτονται µόνο µετρηµένες δραστικές ενώσεις οι 
οποίες κάποιες φορές δεν είναι τελικά κατάλληλες και αξιοποιήσιµες για την 
ανάπτυξη ενός νέου φαρµάκου.  
Ένας νέος τρόπος αναζήτησης φαρµάκων αποτελεί χρήση των µοριακώς 
αποτυπωµένων πολυµερών για ανίχνευση και αποµόνωση των βιο-δραστικών [Lakka 
et al 2010, Τσακάλωφ 2010]. Στην περίπτωση αυτή η αποµόνωση έµµεσα 
καθοδηγείται από τις ιδιότητες του µοριακού στόχου, π.χ. ενός υποδοχέα ή ενός 
ενζύµου, τον οποίο µιµείται το ΜIP. Υπάρχουν περιορισµένες µα ελπιδοφόρες 
αναφορές για την χρήση των MIP στην στοχευµένη αποµόνωση των δραστικών 
ενώσεων από τις βιβλιοθήκες προϊόντων συνδυαστικής χηµείας και τα εκχυλίσµατα 
θεραπευτικών βοτάνων. Χαρακτηριστικά παραδείγµατα αποτελούν η αποµόνωση µε 
αποτύπωση της κερκετίνης νέων αναστολέων του µεταγραφικού παράγοντα HIF-1 
αλλά και του υποδοχέα επιδερµικού αυξητικού παράγοντα (EGFR) (σχήµα 2) [ Xie J, 
Zhu et al 2001,Lakka et al 2010 ]. Σηµαντικό είναι ότι η ανασταλτική δράση των νέων 
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δραστικών ενώσεων στην περίπτωση του αυξητικού παράγοντα (EGFR)  είναι ποιο 
ισχυρή από το αρχικό πρότυπο την  κερκετίνη(σχήµα 2). 
Η νέα προσέγγιση δυνητικά πλεονεκτεί έναντι των ήδη γνωστών στρατηγικών 
αναζήτησης φαρµάκων καθώς αξιοποιεί τις σύγχρονες γνώσεις για το µοριακό 
µηχανισµό της νόσου και επιτρέπει την στοχευµένη, καθοδηγούµενη από τις 




IC50=15 µΜ                        IC50= 5 µΜ…                       IC50= 10 µΜ 
Σχήµα 2: Χηµική δοµή της κερκετίνης (πρότυπο MIP) και δυο νέων αναστολέων του υποδοχέα του 
επιδερµικού αυξητικού παράγοντα που αποµονώθηκαν από το φυτό Caragana jutaba µε τη χρήση 
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2.1Μοριακώς Αποτυπωµένα Πολυµερή  
Η µοριακή αναγνώριση είναι το κλειδί της ζωής. Τα κύτταρα διαθέτουν 
εξειδικευµένους υποδοχείς στην κυτταρική τους µεµβράνη µέσω των οποίων 
αλληλεπιδρούν µε γειτονικά κύτταρα ή δεσµεύουν ορµόνες. Οι υποδοχείς  
παρουσιάζουν υψηλή εκλεκτικότητα καθώς έχουν την ικανότητα να αλληλεπιδρούν 
ειδικά µε άλλους υποδοχείς(π.χ. Notch υποδοχέας αλληλεπιδρά µόνο µε DSL ligand) 
ή να δεσµεύουν την επιθυµητή ορµόνη ακόµη και σε πολύ µικρά επίπεδα 
συγκέντρωσης. Και  τα ένζυµα δρουν µε τον ίδιο τρόπο αλληλεπιδρώντας ειδικά µε 
συγκεκριµένο υπόστρωµα, οπότε και παράγουν το επιθυµητό προϊόν. 
 Οι επιστήµονες µιµούµενοι αυτούς τους φυσικούς µηχανισµούς τα τελευταία 
χρόνια προσπαθούν να κατασκευάσουν ανάλογες ενώσεις (συνθετικούς υποδοχείς, 
τεχνητά αντισώµατα) οι οποίες θα χρησιµοποιούνται στους τοµείς της ιατρικής, του 
περιβάλλοντος, των υλικών και των τροφίµων.  Οι ενώσεις αυτές ονοµάζονται 
πολυµερή µοριακής αποτύπωσης (Molecularly Imprinted Polymer). 
Το πρώτο πείραµα που παραπέµπει σε πολυµερή µοριακής αποτύπωσης 
πραγµατοποιήθηκε από τον Ρώσο χηµικό M.Polyakov ο οποίος δηµοσίευσε µια 
εργασία το 1931 στην οποία ανέφερε τις επιδράσεις στην δοµή του διοξειδίου του 
πυριτίου (SiO2) που προέκυψε µε πολυµερισµό πυριτικού νατρίου σε νερό παρουσία 
ανθρακικού αµµωνίου. Στο πολυµερές µίγµα προστέθηκε τολουόλιο ή βενζόλιο ή 
ξυλόλιο και το κάθε µίγµα ξηράθηκε σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. Όταν το µίγµα 
(διοξείδιο του πυριτίου) τοποθετήθηκε εκ νέου σε ξηραντήρα παρουσία όλων των  
πρόσθετων ενώσεων παρατηρήθηκε ότι µπορούσε να προσροφήσει σε µεγαλύτερο 
ποσοστό τους ατµούς της ένωσης στην οποία είχε εµποτιστεί. Ωστόσο τα πειραµατικά 
αυτά αποτελέσµατα δεν ενθουσίασαν την τότε επιστηµονική κοινότητα και 
χρειάστηκαν αρκετά χρόνια και ενασχόληση πολλών ερευνητών µε την τεχνική της 
µοριακής αποτύπωσης για την αποδοχή της ως µία επαναστατική τεχνική µε 
απεριόριστες δυνατότητες και εφαρµογές. 
Η τεχνική της µοριακής αποτύπωσης που ακολουθείται σήµερα διαφέρει 
αρκετά από την τεχνική που ακολούθησε ο Μ.Polyakov στο πείραµα του. Ως µοριακή 
αποτύπωση ορίζεται η δηµιουργία εξειδικευµένης θέσεως αναγνώρισης ενός µορίου ή 
µίας οµάδας µορίων σε ένα συνθετικό πολυµερές όπου ένα µόριο οδηγός (άτοµο, 
ιόν,µόριο, σύµπλοκο σύνταξης, ή ένα µοριακό ή ιονικό ή µακροµοριακό οργανωµένο 
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σύστηµα περιλαµβανοµένων των µικροοργανισµών), χρησιµοποιείται προκειµένου 
να ευνοηθεί η δηµιουργία θέσεων αναγνώρισης κατά τη συγκρότηση της 
πολυµερικής µήτρας. Ακολουθεί αποµάκρυνση ολόκληρου ή µέρους του µορίου 
οδηγού και ελευθερώνονται στο πολυµερές κατάλληλες θέσεις δέσµευσης οι οποίες 
είναι συµπληρωµατικές ως προς το µέγεθος, τη δοµή, το σχήµα και τη 
λειτουργικότητα του µορίου οδηγού. Οι θέσεις αναγνώρισης που έχουν δηµιουργηθεί 
έχουν την ικανότητα να δεσµεύσουν επιλεκτικά το µόριο οδηγό ή οµόλογες 
ενώσεις[Alexander et al 2006]. 
 
 
Εικόνα 3: Στάδια µοριακής αποτύπωσης και χρήσης του µοριακού αποτυπώµατος 
 
Σηµαντικό είναι ότι τα µοριακώς αποτυπωµένα πολυµερή (MIP – molecular 
imprinted polymers) µπορούν να έχουν την επιλεκτικότητα και την συγγένεια προς το 
συγκεκριµένο  µόριο οδηγό συγκρίσιµη µε αυτές των βιολογικών µορίων που έµφυτα 
κατέχουν την δυνατότητα µοριακής αναγνώρισης- των αντισωµάτων(πίνακας 2), 
ενζύµων και υποδοχέων. Ως εκ τούτου τα MIP συχνά αναφέρονται ως συνθετικά 
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Πίνακας 2: Ιδιότητες µοριακώς αποτυπωµένων πολυµερών έναντι ιδιοτήτων αντισωµάτων 
                                                     Mip                                   Antibodies 
Affinity 103 to 109 L mol-1 
(heterogeneous) 
5x104 to 1012 L mol-1 
(homogeneous) 
Selectivity Medium-High High 
Stability High Low 




2.2 Είδη µοριακής αποτύπωσης 
Οι δεσµοί που σχηµατίζονται µεταξύ υποστρώµατος και µονοµερούς πρέπει 
να είναι ισχυροί και να δηµιουργούν σταθερό σύµπλοκο έτσι ώστε να είναι επιτυχής η 
µοριακή αποτύπωση.  Ανάλογα µε τη φύση του δεσµού, οµοιοπολικό ή µη, 





Εικόνα 4 : Είδη µοριακής αποτύπωσης. Η φύση του δεσµού που σχηµατίζεται ανάµεσα στο 
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2.2.1 Οµοιοπολική Μοριακή Αποτύπωση 
Η οµοιοπολική µοριακή αποτύπωση προτάθηκε από τον G. Wulff  και 
περιλαµβάνει τον σχηµατισµό οµοιοπολικού δεσµού  µεταξύ µονοµερούς και 
υποστρώµατος πριν από την έναρξη του πολυµερισµού. Με τη µέθοδο αυτή 
δηµιουργούνται σηµεία δέσµευσης στο πολυµερές που παρουσιάζουν υψηλή 
συγγένεια ως προς το υπόστρωµα.  
Βασικό µειονέκτηµα της µεθόδου είναι η δυσκολία της αποµάκρυνσης του 
υποστρώµατος το οποίο δεσµεύεται ισχυρά στο πολυµερές σώµα. Χρήση δραστικών 
συνθηκών όπως αλκαλική υδρόλυση οδηγεί στην απελευθέρωση των καταλυτικών 
κέντρων του πολυµερούς ωστόσο µέρος τους απενεργοποιείται. Η χρήση πολυµερών 
οµοιοπολικής αποτύπωσης σε πειράµατα (αναλύσεις) επαναδέσµευσης 
υποστρώµατος αποτελεί δύσκολη και χρονοβόρα διαδικασία. 
 
2.2.2 Μη Οµοιοπολική Μοριακή Αποτύπωση 
Η τεχνική της µη οµοιοπολικής µοριακής αποτύπωσης  προτάθηκε από τον K. 
Mosbach  και περιλαµβάνει µη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στο 
µονοµερές και το υπόστρωµα, όπως δεσµοί υδρογόνου, δυνάµεις  van der Walls, 
υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις, ιοντικές δυνάµεις κτλ. Σε αντίθεση µε την προηγούµενη 
τεχνική τα σηµεία δέσµευσης στο πολυµερές σώµα σταθεροποιούνται κατά τη 
διάρκεια του πολυµερισµού, είναι λιγότερα σε αριθµό και παρουσιάζουν µικρότερο 
βαθµό εκλεκτικότητας ως προς το υπόστρωµα. Οι δεσµοί στη µη οµοιοπολική 
αποτύπωση είναι πολύ ασθενείς αλλά σχηµατίζουν πολύ σταθερά σύµπλοκα λόγω 
αθροιστικού φαινοµένου. 
Οι περισσότεροι πολυµερισµοί µη οµοιοπολικής αποτύπωσης βασίζονται σε  
δεσµούς υδρογόνου καθώς αυτοί είναι αρκετά ισχυροί για να δηµιουργηθούν σταθερά 
σύµπλοκα.. Οι δεσµοί αυτοί (µη οµοιοπολικοί) επηρεάζονται  από τις συνθήκες 
πολυµερισµού(διαλύτης, θερµοκρασία) καθώς και από το σχήµα των µορίων, την 
µεταξύ τους απόσταση και τον προσανατολισµό τους στο χώρο. Η µέθοδος αυτή είναι 
η πιο ευρέως χρησιµοποιούµενη µέθοδος αποτύπωσης εξαιτίας της απλότητας της 
εφαρµογής της (π.χ.αποµάκρυνση υποστρώµατος µόνο µε χρήση διαλύτη) και στη 
µεγάλη ποικιλία µορίων που µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως υποστρώµατα και 
µονοµερή. Επιπλέον  η γρήγορη κινητική η οποία χαρακτηρίζει τις διεργασίες 
δέσµευσης και αποδέσµευσης του υποστρώµατος εξαιτίας της µη οµοιοπολικής 
φύσης των αλληλεπιδράσεων που αναπτύσσονται, επιτρέπει τη χρήση των 
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πολυµερών σε µεγάλο εύρος εφαρµογών όπως βιοαισθητήρες, αναλύσεις 
περιβαλλοντικών δειγµάτων κτλ. 
 
2.2.3 Ηµι-Οµοιοπολική Μοριακή Αποτύπωση 
Η ηµι-οµοιοπολική µοριακή αποτύπωση προτάθηκε από τον Μ. Whitcombe 
και συνδυάζει και τα δύο είδη αποτύπωσης. Αρχικά δηµιουργείται οµοιοπολικός 
δεσµός µεταξύ του υποστρώµατος και του µονοµερούς. Πραγµατοποιείται ο 
πολυµερισµός και ύστερα µε κατάλληλη κατεργασία αποµακρύνεται το υπόστρωµα. 
Τα ενεργά κέντρα  είναι ικανά να αλληλεπιδράσουν µε οµοιοπολικούς και µη 
οµοιοπολικούς δεσµούς. Η µέθοδος αυτή συνδυάζει τα πλεονεκτήµατα και των δύο 
τεχνικών καθώς έχει ενεργά κέντρα που παρουσιάζουν υψηλή εκλεκτικότητα για το 
πολυµερές και η αποµάκρυνση/επαναδέσµευση του υποστρώµατος πραγµατοποιείται 
εύκολα. 
 
2.3 Οι παράγοντες που απαιτούνται για τη σύνθεση µοριακώς αποτυπωµένων 
πολυµερών 
Για τη σύνθεση ενός πολυµερούς µοριακής αποτύπωσης χρειάζονται 5 βασικά 
συστατικά: το υπόστρωµα, το µονοµερές, ο µέσο διασταύρωσης, το πορογενές και ο 
εκκινητής. 
 
2.3.1 Το υπόστρωµα 
Ως µόριο οδηγός ή αλλιώς υπόστρωµα ορίζεται η ένωση που επιδιώκεται να 
αποτυπωθεί στο πολυµερές. Μία ένωση για να µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως 
υπόστρωµα θα πρέπει αρχικά να έχει σταθερή δοµή έτσι ώστε να µην υφίσταται 
πολυµερισµό και χηµικές αλλαγές κατά τη διαδικασία του πολυµερισµού. Είναι 
απαραίτητο να έχει µία λειτουργική οµάδα(τουλάχιστον), η οποία να αλληλεπιδρά µε 
το µονοµερές µε οµοιοπολικούς  ή  µη οµοιοπολικούς δεσµούς και  δεν θα πρέπει να 
παρεµποδίζει ή να καθυστερεί τη διαδικασία του πολυµερισµού [Koimiyama et al 
2003, Cormarc et al 2004]. Επιπλέον εξετάζεται η διαλυτότητα της ένωσης στον 
διαλύτη που πραγµατοποιείται ο πολυµερισµός. Συνήθως ως υπόστρωµα προτιµώνται 
µικρά και τρισδιάστατα µόρια όπως αµινοξέα, στεροειδή και βάσεις γιατί 
σχηµατίζουν µικρές κοιλότητες στο σώµα του πολυµερούς και αποτελούν  σταθερές 
δοµές[Borje Sellegran 2001].  
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2.3.2 Το Μονοµερές 
Το µονοµερές είναι η ένωση που έχει δυνατότητα σχηµατισµού συµπλόκου µε 
το υπόστρωµα και ταυτόχρονα έχει την ικανότητα πολυµερισµού. Αποτελεί το 
βασικό κορµό τελικού πολυµερούς και η επιλογή του γίνεται βάση της ικανότητας 
του να σχηµατίσει ισχυρό σύµπλοκο  µε το υπόστρωµα. Υπάρχουν περιπτώσεις  
πολυµερισµού που έχουν χρησιµοποιηθεί περισσότερα του  ενός  µονοµερή[Sellegren 
2001]. Στην εικόνα 5 τα πιο συχνά χρησιµοποιούµενα µονοµερή στην µη 
οµοιοπολική µοριακή αποτύπωση. 
 
 
Εικόνα 5: Μονοµερή που χρησιµοποιούνται  ευρέως στην µη οµοιοπολική µοριακή αποτύπωση 
 
 2.3.3 Αλληλεπίδραση Μονοµερούς-Υποστρώµατος 
Η ισχυρή αλληλεπίδραση µεταξύ των λειτουργικών οµάδων του µονοµερούς 
και του υποστρώµατος είναι απαραίτητη προϋπόθεση για  επιτυχή µοριακή 
αποτύπωση. Είναι επιθυµητό να σχηµατίζονται περισσότεροι του ενός δεσµοί µεταξύ 
των ενώσεων για να είναι σταθερό το σύµπλοκο αλλά και πιο εκλεκτική η θέση 
πρόσδεσης που σχηµατίζεται µε την αποµάκρυνση του υποστρώµατος. Η  
σταθερότητα του συµπλόκου εξαρτάται και από άλλους παράγοντες όπως είναι η  
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δοµή, το σχήµα, το µέγεθος του υποστρώµατος καθώς και  το ρΗ και η θερµοκρασία 
του πολυµερισµού. 
Η αναλογία µεταξύ υποστρώµατος και µονοµερούς είναι ιδιαίτερα σηµαντική. 
Στις οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις η αναλογία είναι στοιχειοµετρική ενώ εάν 
πρόκειται για  µη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις τότε για την εύρεση της κατάλληλης  
αναλογίας απαιτείται διερεύνηση καθώς η δηµιουργία συµπλόκου εξαρτάται από την 
αρχή Le Chatelier. Συγκεκριµένα τα περισσότερα σηµεία δέσµευσης είναι 
αποτέλεσµα του σταθερού συµπλόκου που δηµιουργήθηκε από το υπόστρωµα και το 
µονοµερές πριν την έναρξη του πολυµερισµού. Προκειµένου να ευνοηθεί η 
δηµιουργία συµπλόκου µονοµερούς υποστρώµατος πρέπει µία από τις δύο ουσίες να 
βρίσκεται σε περίσσεια. Στην περίπτωση που χρησιµοποιηθεί το υπόστρωµα σε 
περίσσεια µετά την συµπλοκοποίηση όλων των µορίων του µονοµερούς δεν θα 
υπάρχει άλλη ποσότητα ώστε να αλληλεπιδράσει το υπόστρωµα περαιτέρω άρα δεν 
αυξάνεται ο αριθµός των σηµείων δέσµευσης. Για αυτό το λόγο χρησιµοποιείται το 
µονοµερές σε περίσσεια. Ωστόσο σε κάθε περίπτωση χρειάζεται πειραµατική 
διερεύνηση γιατί κατά τη διάρκεια του πολυµερισµού µπορεί οι αρχικοί δεσµοί να 
καταστραφούν[Sellergren 1989]. 
 
2.3.4 Το Μέσο ∆ιασταύρωσης 
Το µέσο διασταύρωσης είναι ένα µονοµερές το οποίο περιλαµβάνει 
περισσότερους από έναν διπλούς δεσµούς που το καθιστούν ικανό να πολυµεριστεί 
προς περισσότερες κατευθύνσεις.  
Το µέσο διασταύρωσης δηµιουργεί γέφυρες ανάµεσα στις κύριες αλυσίδες 
καθορίζοντας τη µορφολογία του πολυµερούς δηλαδή αν θα έχει τη µορφή πηκτής ή 
αν θα είναι µακροπορώδες στερεό. Οπότε το µήκος των αλυσίδων και το σχήµα των 
µορίων είναι παράγοντες που πρέπει να λαµβάνονται υπόψιν.  
Τα  περισσότερο ευρέως χρησιµοποιούµενα µέσα διασταύρωσης είναι  το 
αιθυλενο-γλύκο-διµεθυλακρυλένιο (EDMA) και το  διβινυλοβενζόλιο (DVB), και τα 
λιγότερο συχνά χρησιµοποιούµενα το τριµεθυλοπροπανο-τριµεθυλακρυλενιο (TRIM) 
και το πεντα-ερυθροτολ-τριακρυλένιο(PETRA). Το EDMA εµφανίζει υψηλή 
πολικότητα και δηµιουργεί πολυµερή θερµικά σταθερά και συµβατά µε 
περισσότερους  διαλύτες. Τα  πολυµερή που προκύπτουν είναι σταθερά αλλά όχι 
άκαµπτα µε αποτέλεσµα να είναι εύκολη η προσέγγιση ή η αποµάκρυνση του 
υποστρώµατος. Το DVB είναι µη πολικό µόριο και παράγει πολύ  σταθερά πολυµερή. 
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Εξαιτίας αυτής της υψηλής σταθερότητας η αποµάκρυνση και η επαναδέσµευση του 
υποστρώµατος καθίσταται ιδιαιτέρως δύσκολη. Ακόµη παρουσιάζει µειωµένη αντοχή 
στη θερµότητα και τους διαλύτες σε σχέση µε το EDMA. Ωστόσο υπάρχουν και 
συστήµατα όπου το DVB προτιµάται γιατί παρουσιάζει καλύτερη συµπεριφορά από 
τα άλλα µέσα διασταύρωσης, κυρίως όταν ο πολυµερισµός βασίζεται σε υδρόφοβες 




Εικόνα 6: Ευρέως χρησιµοποιούµενες ενώσεις ως µέσα διασταύρωσης στην µοριακή αποτύπωση  
 
2.3.5 Αναλογία Μονοµερούς-Μέσου διασταύρωσης  
Η επιτυχής αποτύπωση επηρεάζεται όπως έχει ήδη αναφερθεί από την 
αναλογία υποστρώµατος- µονοµερούς(2.3.3), εξίσου σηµαντική είναι και η αναλογία 
µονοµερούς- µέσου δικτύωσης.  Έαν το ποσοστό του µέσου διασταύρωσης είναι 
µικρό τα ενεργά κέντρα που θα δηµιουργηθούν θα βρίσκονται πολύ κοντά το ένα στο 
άλλο και δεν θα µπορούν να λειτουργούν ανεξάρτητα. Ακόµη και στην περίπτωση 
όπου η αναλογία του µέσου διασταύρωσης είναι πολύ µεγάλη, οι συνέπειες για το 
πολυµερές είναι αρνητικές γιατί οι δυνάµεις που µπορούν να δηµιουργηθούν ανάµεσα 
στο υπόστρωµα και το µέσο δικτύωσης µπορεί να εµποδίζουν τον πολυµερισµό. Από 
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πειραµατικές µεθόδους έχει γίνει αποδεκτό ότι το ποσοστό του µέσου διασταύρωσηςς 
είναι 50-80% σε σχέση µε το µονοµερές [Spivac 2005]. 
 
2.3.6 Το Πορογενές 
Το πορόγενές είναι ο διαλύτης στον οποίο πραγµατοποιείται ο πολυµερισµός. 
Ονοµάζεται πορογενές γιατί είναι υπεύθυνο για τον σχηµατισµό πόρων στην 
επιφάνεια του πολυµερούς σώµατος. Κατά τη διαδικασία του πολυµερισµού ο 
διαλύτης εγκλωβίζεται στο εσωτερικό της µάζας του πολυµερούς και ανάλογα µε την 
διαλυτική ικανότητα του η αποµάκρυνση του δηµιουργεί πόρους µε διαφορετικό 
µέγεθος. ∆ιαλύτης ο οποίος παρουσιάζει µικρή διαλυτική ικανότητα αποµακρύνεται 
γρήγορα από την µάζα του πολυµερούς σχηµατίζοντας  πόρους µε µεγάλη διάµετρο 
και το τελικό πολυµερές παρουσιάζει µικρή ειδική επιφάνεια. Ενώ διαλύτης που έχει 
υψηλή διαλυτική ικανότητα δηµιουργεί πόρους µε µικρή διάµετρο και το πολυµερές 
έχει µεγάλη ειδική επιφάνεια. Οι πόροι που δηµιουργούνται αποτελούν τη δίοδο 
εισόδου/εξόδου του υποστρώµατος στην µήτρα του πολυµερούς. Ωστόσο το πορώδες 
και η ειδική επιφάνεια δεν φαίνεται να επηρεάζουν σηµαντικά την ικανότητα του 
πολυµερούς να αναγνωρίζει το υπόστρωµα του [Sellegren et al 1993] 
Η επιλογή του πορογενούς πραγµατοποιείται µε βάση την ικανότητα του να 
διαλυτοποιεί όλα τα αντιδρώντα, την ικανότητα του να δηµιουργεί µακροπορώδη 
πολυµερή και την επιδρασή του στον πολυµερισµό βάση της πολικότητας του (δεν 
επηρεάζει τις θέσεις δέσµευσης). Ανάλογα µε την πολικότητα του µπορεί να 
ενισχύσει ή να εµποδίσει την αλληλεπίδραση του υποστρώµατος µε το 
µονοµερές(κυρίως µη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις). Συνήθως χρησιµοποιούνται 
άπολοι ή µέτρια πολικοί διαλύτες(π.χ. ακετονιτρίλιο) και σπανίως  χρησιµοποιούνται 
υδατικά διαλύµατα.  
 
2.3.7 Επίδραση του πορογενούς και του µέσου διασταύρωσης στο τελικό πολυµερές 
Η αναλογία του πορογενούς και του µέσου διασταύρωσης στο µίγµα του 
πολυµερισµού καθορίζει την τελική µορφή του πολυµερούς που θα προκύψει. Το 
προκύπτον πολυµερές µπορεί να έχει µορφή πηκτής, σκόνη πηκτής ή µακροπορώδους 
στερεού. Ο συνδυασµός µικρής ποσότητας διαλύτη αλλά υψηλού ποσοστού του 
µέσου διασταύρωσης, ή µεγάλη ποσότητα διαλύτη αλλά χαµηλή ποσότητα µέσου 
διασταύρωσης µπορεί να οδηγήσει σε µη διαχωρισµό του πολυµερούς σαν  
ξεχωριστή φάση στη διάρκεια του πολυµερισµού. Το πολυµερές που προκύπτει έχει 
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µορφή πηκτής και µετά την αποµάκρυνση του διαλύτη έχει µορφή άµορφου 
υαλώδους πολυµερούς. Τέτοιου είδους υλικά έχουν κακές µηχανικές ιδιότητες και 
χαµηλή ειδική επιφάνεια γιατί το µέσο διασταύρωσης δεν επαρκεί ή δεν είναι ικανό 
να σταθεροποιήσει  τις αλυσίδες στο πλέγµα. 
 
Εικόνα 7: Επίδραση αναλογίας διαλύτη-µέσου διασταύρωσης στη µορφή του 
 τελικού πολυµερούς 
 
2.3.8. Ο Εκκινητής 
 Η σύνθεση των µοριακώς αποτυπωµένων πολυµερών πραγµατοποιείται µε 
πολυµερισµό ανιονικό, κατιονικό ή ελευθέρων ριζών. Στον πολυµερισµό ελευθέρων 
ριζών είναι απαραίτητος ένας εκκινητής. Ο εκκινητής ως απόκριση σε ένα θερµικό ή 
φωτοχηµικό ερέθισµα διασπάται και παράγει ελεύθερες ρίζες από τις οποίες ξεκινούν 
οι αλυσιδωτές αντιδράσεις του πολυµερισµού. Η επιλογή του εκκινητή καθορίζεται 
από τη µέδοδο έναρξης του πολυµερισµού(θερµικά ή φωτοχηµικά) και από τη 
θερµοκρασία . Συνήθως χρησιµοποιείται σε ποσοστό 1% σε σχεση µε το µονοµερές 
και δεν επηρεάζει τον σχηµατισµό ενεργών κέντρων.  
Συνήθως ως εκκινητές χρησιµοποιούνται αζωενώσεις  και κυρίως το AIBN 
(2.2΄, άζω –δις(2-ισοβουτυνονιτρίλιο)) στους 60C˚ και το ABDV (2.2΄, άζω –δις  
(2,4-διµέθυλοβαρελονιτρίλιο)) στους 40C˚. Λιγότερο συνηθισµένη είναι η χρήση 
οργανικών υπεροξειδίων όπως το βενζοϋλυπεροξείδιο και το λαϋρολυπεροξείδιο 
(εικόνα 8). 
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Εικόνα 8: Συχνότερα χρησιµοποιούµενοι εκκινητές στην µοριακή αποτύπωση 
 
2.4 Τεχνικές Μοριακής Αποτύπωσης 
Τα πολυµερή µοριακής αποτύπωσης µπορούν να παρασκευαστούν µε 
τεχνικές πολυµερισµού διαλύµατος, αιωρήµατος, καταβύθισης και γαλακτώµατος 
κ.τ.λ. Οι τεχνικές αυτές οδηγούν σε τελικό προϊόν µε διαφορετική µορφή.  
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2.4.1 Πολυµερισµός ∆ιαλύµατος/ Μάζας (bulk polymerization) 
Ο πολυµερισµός διαλύµατος είναι η πιο εύκολη και διαδεδοµένη τεχνική 
µοριακής αποτύπωσης. Ο πολυµερισµός πραγµατοποιείται ως εξής: διαλύεται το 
υπόστρωµα και το µονοµερές στον διαλύτη-πορογενές, το διάλυµα αφήνεται µικρό 
χρονικό διάστηµα για δηµιουργία συµπλόκου. Έπιτα προστίθεται ο παράγοντας 
δικτύωσης και τελευταίος ο εκκινητής. Το τελικό προϊόν είναι ένας συµπαγής 
µονόλιθος και µειονέκτηµα της µεθόδου είναι η χρονοβόρα επεξεργασία του για 
παραλαβή κατάλληλων σωµατιδίων για χρωµατογραφικές εφαρµογές και πειράµατα 




Εικόνα 10 : Στάδια πολυµερισµού διαλύµατος/µάζας και επεξεργασίας µονόλιθου 
 
2.4.2 Πολυµερισµός αιωρήµατος (suspension polymerization) 
Στην τεχνική αυτή το µονοµερές αιωρείται στο µέσο διασποράς και ο 
πολυµερισµός προκαλεί τη δηµιουργία σφαιριδίων. Για να αποφευχθεί η 
συσσωµάτωση των τελευταίων χρησιµοποιούνται µέσα αιωρηµατοποίησης. Η 
τεχνική αυτή παρουσιάζει δυσκολία στην επιλογή των κατάλληλων συστατικών 
πολυµερισµού(π.χ. διαλύτης) ωστόσο ενδείκνυται γιατί παράγονται απευθείας 
κατάλληλα σωµατίδια για χρωµατογραφικές µεθόδους[Mayes et al 1996]. 
 
2.4.3 Πολυµερισµός Καταβύθισης (precipitation polymerization) 
Στην τεχνική καταβύθισης το µονοµερές, το υπόστρωµα, το µέσο δικτύωσης 
και ο εκκινητής διασπείρονται στη µάζα του πορογενούς και ο πολυµερισµός 
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δηµιουργεί σφαιρίδια που δεν είναι διαλυτά στο πορογενές, τα οποία καταβυθίζονται. 
Τα σφαιρίδια αυτά είναι συµπαγή και δεν συσσωµατώνονται. 
 
2.5. Πειραµατικές µέθοδοι για αξιολόγηση µοριακής αποτύπωσης 
Η παρασκευή των µοριακώς αποτυπωµένων πολυµερών έχει ως σκοπό τη 
δηµιουργία αποτυπωµάτων (υποδοχείς) που θα δεσµεύουν ειδικά και εκλεκτικά το 
υπόστρωµα τους.  Για την αποτίµηση επιτυχούς ή µη της µοριακής αποτύπωσης 
έχουν αναπτυχθεί µέθοδοι που αφορούν την επαναδέσµευση του υποστρώµατος. Οι 
µέθοδοι αυτές βασίζονται στη σύγκριση του MIP µε το αντίστοιχο µη αποτυπωµένο 
ανάλογο NIP (non-imprinted polymer) το οποίο παρασκευάστηκε απουσία 
υποστρώµατος. 
 
2.5.1 Χρωµατογραφικός χαρακτηρισµός των MIP σύµφωνα µε την ικανότητα τους να 
δεσµεύουν το υπόστρωµα 
Μέτρο της αποτελεσµατικότητας της µοριακής αποτύπωσης αποτελεί ο 
συντελεστής αποτύπωσης IF(Imprinting Factor). Είναι καθαρός αριθµός και µετράται 
χρωµατογραφικά σε στήλες αποτυπωµένου(MIP) και τυφλού πολυµερούς(ΝΙΡ) όπου 
αποτελούν στατικές φάσεις αντίστοιχα. Για τον υπολογισµό του είναι απαραίτητος ο 








όπου tr : ο χρόνος έκλουσης της ουσίας από την στήλη που έχει πληρωθεί µε το 
µοριακά αποτυπωµένο πολυµερές 
όπου tο : ο χρόνος έκλουσης  ουσίας (αδρανής)  η οποία δεν παρουσιάζει ειδική 
ειδική συγκράτηση στη στήλη(δεν έχει καµία αλληλεπίδραση µε την ακίνητη φάση)    
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Εικόνα 11: Χρωµατογράφηµα και διάγραµµα συγκεντρώσεων δύο ουσιών µίας αδρανούς 
και µία ενεργούς µε την στατική φάση κατά σειρά εξόδου από τη χρωµατογραφική στήλη 
 
Ο συντελεστής αποτύπωσης δείχνει την εκλεκτική δέσµευση µιας ένωσης στο 
µοριακώς αποτυπωµένο πολυµερές και όσο µεγαλύτερη είναι η τιµή του, τόσο 
µεγαλύτερη είναι η ειδική δέσµευση. 






Όπου kmip/knip ο παράγοντας συγκράτησης µιας ένωσης στο αποτυπωµένο και το 
τυφλό πολυµερές αντίστοιχα 
Από τον παράγοντα αποτύπωσης προκύπτει και ο παράγοντας ειδικής εκλεκτικότητας 
S (specific selectivity factor) ο οποίος δείχνει την ικανότητα δύο ενώσεων να 









2.5.2 Αποτίµηση αποτύπωσης µε πειράµατα στατικής επαναδέσµευσης 
Σε πειράµατα στατικής επαναδέσµευσης γνωστή ποσότητα πολυµερούς 
αναµιγνύεται µε διάλυµα υποστρώµατος γνωστής συγκέντρωσης. Μετά την επίτευξη 
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της ισορροπίας  µέρος του υπερκείµενου παραλαµβάνεται και υπολογίζεται η 
ποσότητα του υποστρώµατος που παρέµεινε ελεύθερη στο υπερκείµενο. Με 
αφαίρεση από την αρχική συγκέντρωση υπολογίζεται η ποσότητα που προσροφήθηκε 
και χαράζεται η ισόθερµη προσρόφησης. Η γραφική παράσταση ορίζεται ως η 
συγκέντρωση της δεσµευµένης ουσίας Β(Bound) συναρτήσει της ελεύθερης στο 





και η σταθερά χωρητικότητας Ν(capacity) που ορίζει 
τον αριθµό των σηµείων δέσµευσης. 
Η γραφική σύγκριση των ισόθερµων δέσµευσης των µοριακώς 
αποτυπωµένων πολυµερών(ΜIP) και των πολυµερών αναφοράς(NIP) είναι ο πιο 
εύκολος και γρήγορος τρόπος αξιολόγησης  της επίδρασης της µοριακής 
αποτύπωσης.  
 
Εικόνα 12 : Ισόθερµες δέσµευσης του µοριακά αποτυπωµένου πολυµερούς ΜΑΠ και του 
αντίστοιχου πολυµερούς αναφοράς  
 
Για την µελέτη των µοριακώς αποτυπωµένων πολυµερών εφαρµόζονται στις 
ισόθερµες προσρόφησης συνήθως 3 µαθηµατικά µοντέλα Langmuir, bi-Langmuir και  
Freundlich. Τα δύο πρώτα µοντέλα ανήκουν στην κατηγορία διακριτής κατανοµής 
σύµφωνα µε τα οποία θεωρείται ότι υπάρχει ένας πεπερασµένος αριθµός 
διαφορετικών ειδών θέσεων δέσµευσης στο πολυµερές, µε κάθε είδος να έχει µία 
σταθερά Κ.  Τo µοντέλo Freundlich ανήκει στην κατηγορία των µοντέλων συνεχούς 
κατανοµής. Σύµφωνα µε αυτό το µοντέλο τα  πολυµερή εµφανίζουν άπειρο αριθµό 
ειδών θέσεων δέσµευσης και η κατανοµή τους ακολουθεί µια συνεχή συνάρτηση.  
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Η εφαρµογή των 2 πρώτων µοντέλων πραγµατοποιείται µε την ανάλυση  
Scatchard. Σύµφωνα µε αυτή τη µέθοδο η γραφική παράσταση σχηµατίζεται  από το 
το λόγο B/F συναρτήσει του B. Στο µοντέλο Lagmuir το σύστηµα είναι οµοιογενές 
και υπάρχει µόνο ένα είδος θέσεων δέσµευσης. Η γραφική παράσταση είναι απλή 
γραµµή, η κλίση της ισούται µε –Κ και η τετµηµένη της στον άξονα χ ισούται µε τον 
αριθµό θέσεων δέσµευσης Ν όπως προκύπτει και από την εξίσωση που ακολουθεί. 
 













 = KN-KB 
Το µοντέλο bi-Langmuir χρησιµοποιείται για συστήατα που παρουσιάζουν 
ετερογένεια και αυτό οφείλεται στην ύπαρξη ποικίλων θέσεων δέσµευσης τα οποία 
διαφέρουν ως προς το µέγεθος, το σχήµα και την ακαµψία. Το µοντέλο bi-Langmuir 
εµφανίζει µη γραµµικη Scatchard καµπύλη η οποία προσοµοιάζεται από δύο 
ανεξάρτητες ευθείες γραµµές. Κάθε µία γραµµή χαρακτηρίζεται από διαφορετικό 
ζεύγος τιµών Ν και Κ. συµφωνα µε το µοντέλο αυτό ύπαρχουν δύο είδη θέσεων 
δέσµευσης, ένα χαµηλής συγγένειας το οποίο αντιστοιχεί στην ευθεία µε τη 
µικρότερη κλίση και ένα είδος θέσεων υψηλής συγγένειας το οποίο αντιστοιχεί στην 
ευθεία µε την µεγαλύτερη κλίση.  
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                     Εικόνα 13 : Εφαρµογή του µοντέλου διακριτής κατανοµής bi-Lamguir  
 
Το µεγαλύτερο µειονέκτηµα του µοντέλου bi-Lagmuir, το οποίο είναι 
χαρακτηριστικό των µοντέλων διακριτής κατανοµής είναι ότι οι προκύπτουσες τιµές 
των σταθερών Ν και Κ εξαρτώνται από το εύρος της συγκέντρωσης για το οποίο 
εκτελούνται οι πειραµατικές µετρήσεις ενώ θα έπρεπε να είναι σταθερές[Umpleby et 
al 2000]. 
 To  µοντέλο Freundlich στηρίζεται στην ύπαρξη µίας συνεχούς κατανοµής 
των θέσεων δέσµευσης µε διαφορετικές τιµές σταθερών δέσµευσης. Το µοντέλο 
Freundlich προβλέπει σχέση εκθετικής µορφής µεταξύ των τιµών Β και F όπως 




Οι σταθερές a και m είναι ένα µέτρο των φυσικών παραµέτρων δέσµευσης του 
συστήµατος. Συγκεκριµένα ο συντελεστής a εξαρτάται από τις τιµές και των δύο 
φυσικών παραµέτρων K και Ν χωρίς όµως να είναι δυνατός ο προσδιορισµός της 
συνεισφοράς τους στην τιµή του a. Η σταθερά  m είναι δείκτης ετερογένειας και 
χρησιµοποιείται για τον χαρακτηρισµό µοριακώς αποτυπωµένων πολυµερών. Η τιµή 
της κυµαίνεται από 0 για ένα ετερογενές σύστηµα έως 1 για ένα οµογενές σύστηµα. 
Με απλή λογαρίθµηση της εξίσωσης Freundlich προκύπτει η εξίσωση: 
 
logB = mlogF +loga 
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Η γραφική παράσταση των τιµών logB συναρτήσει των τιµών  logF δίνει µία 
ευθεία όπου η κλίση της ισούται µε m και η τετµηµένη της µε τον άξονα y ισούται µε 
loga. 
Ο Shimizu και οι συνεργάτες του ανέπτυξαν µία αναλύτικη έκφραση για την 
κατανοµή της συγγένειας των θέσεων δέσµευσης ενός πολυµερούς που να υπακούει 
στο µοντέλο Freundlich. 
N(K)=2.303am(1-m2)k-m 
 
Η εξίσωση είναι έγκυρη για συγκεκριµένο εύρος Κ, το οποίο ορίζεται από το εύρος 
των τιµών συγκέντρωσης για το οποίο πραγµατοποιούνται οι µετρήσεις.  
 










Όπου Fmax και Fmin η µέγιστη και η ελάχιστη ποσότητα ουσίας στο διάλυµα. 
 
Το µοντέλο Freundlich  δεν µπορεί να οδηγήσει στον υπολογισµό µοναδικών 
τιµών Ν και Κ, γιατί το µοντέλο αυτό στηρίζεται στην ύπαρξη συνεχούς κατανοµής 
θέσεων δέσµευσης µε διαφορετικές τιµές σταθερών δέσµευσης. Ωστόσο είναι 
δυνατός ο υπολογισµός των αριθµών θέσεων δέσµευσης για συγκεκριµένο εύρος 
σταθερών δέσµευσης ΝΚ1-Κ2 καθώς και ο υπολογισµός µίας µέσης σταθεράς 
δέσµευσης K Κ1-Κ2  για το ίδιο εύρος 
 
ΝΚ1-Κ2 = α (1-m2)(Κ1-m-Κ2-m)  
 

















Για την ορθή σύγκριση δύο µοριακώς αποτυπωµένων πολυµερών θα πρέπει τα ΝΚ1-Κ2 
και K Κ1-Κ2 να υπολογίζονται για το ίδιο εύρος σταθερών δέσµευσης KI-K2[ Yan and 
Ramstrom 2005, και Umpleby et al 2004] 
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2.6 Εφαρµογές  Μοριακώς Αποτυπωµένων Πολυµερών 
Τα τελευταία χρόνια η επιστηµονική κοινότητα ενδιαφέρεται ολοένα και 
περισσότερο για την εύρεση νέων αναλυτικών µεθόδων που θα δίνουν γρήγορα 
αποτελέσµατα για την ανάλυση περιβαλλοντικών και φαρµακευτικών δειγµάτων. Η 
µοριακή αποτύπωση είναι µια νέα τεχνολογία ιδιαίτερα υποσχόµενη καθώς έχει 4 
βασικά πλεονεκτήµατα σε σχέση µε παλαιότερες µεθόδους. 
 
1. Έχει δυνατότητες αυτοµατοποίησης 
2. Ικανότητα ιχνοανάλυσης (τάξης pg) 
3. Μικρή προεργασία δειγµάτων 
4. Χαµηλό κόστος 
 
Τα µοριακώς αποτυπωµένα πολυµερή έχουν ποικίλες  εφαρµογές, ακολουθούν οι πιο 
διαδεδοµένες: 
1. Χρωµατογραφία  
2. Εκχύλιση στερεής φάσης  
3. Αισθητήρες  περιβαλλοντικά – βιοµηχανικά δείγµατα 
4. Φαρµακοβιοµηχανία-Ανεύρεση νέων βιοδρατικών ουσιών 
5. ΜΙΡ σε κλινικές εφαρµογές  
 
2.6.1. Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Απόδοσης µε χρήση ΜΙΡ 
Η υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) είναι µία αναλυτική 
τεχνική που χρησιµοποιείται ευρέως στα µοριακά αποτυπωµένα πολυµερή για τον 
χαρακτηρισµό τους προσδιορίζοντας τον IF (βλ 2.5.1) αλλά και για αναλύσεις 
περιβαλλοντικών και φαρµακευτικών δειγµάτων[Sellegren et al  pElsevier]. Η στήλη 
HPLC που περιέχει mip έχει την ικανότητα να ανιχνεύει και να συγκρατεί ειδικά το 
υπόστρωµα ακόµη και σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις. Εισαγωγή στη στήλη µίγµατος 
που περιέχει το υπόστρωµα και εφαρµόζοντας κατάλληλη κινητή φάση έχει ως 
αποτέλεσµα όλες οι ενώσεις που περιέχει το µίγµα να εκλουστούν γρήγορα και η 
κορυφή του υποστρώµατος να µείνει τελευταία. Η µέθοδος καθιστά εύκολη και 
γρήγορη την ανάλυση περίπλοκων περιβαλλοντικών και βιολογικών δειγµάτων, των 
οποίων η συµβατική προετοιµασία πριν τη χρωµατογραφία ήταν ιδιαίτερα ακριβή και 
χρονοβόρα. Κατά συνέπεια έχουν αναπτυχθεί εκλεκτικά mip για πλήθος 
αντιβιοτικών[Caro et al 2005, Schirmer et al 2000], αλκαλοϊδών[Theodoridis et al 
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2003], αλλά και οργανοφωσφορικών και αζωτούχων ενώσεων που χρησιµοποιούνται 
ως φυτοφάρµακα[Graham et al 2002, Sanchez et al 2007]. 
 
2.6.2 Εκχύλιση στερεής φάσης (SPE) 
Η χρήση πολυµερών µοριακής αποτύπωσης σε πειράµατα εκχύλισης στερεής 
φάσης  είναι µία αναλυτική τεχνική που χρησιµοποιείται ευρέως σε αναλύσεις 
βιολογικών και περιβαλλοντικών δειγµάτων [Sellergen et al 2001 pElsevier]. Η 
µέθοδος  πλεονεκτεί έναντι των απλών µεθόδων γιατί τα µοριακώς αποτυπωµένα 
πολυµερή παρασκευάζονται εύκολα, είναι ανθεκτικά σε υψηλές θερµοκρασίες και 
οργανικούς διαλύτες αλλά και εξαιτίας του χαµηλού τους κόστους έναντι των  
προσροφητικών ανοσοσυγγένειας.(βλ 3.3.3) 
 
2.6.3 Αισθητήρες 
Οι αισθητήρες είναι ανιχνευτές οι οποίοι λαµβάνοντας ένα ερέθισµα φυσικό ή 
χηµικό αποκρίνονται παράγοντας  ένα σήµα (π.χ. φθορισµός). Η εφαρµογή των ΜΙΡ 
στην κατασκευή αισθητήρων έχει προσελκύσει το ενδιαφέρον καθώς η παρασκευή 
τους είναι εύκολη και όχι ιδιαίτερα δαπανηρή έναντι τον βιολογικών αισθητήρων. Mε 
τη χρήση των µοριακώς αποτυπωµένων πολυµερών είναι δυνατή η δηµιουργία ενός 
πολυλειτουργικού αισθητήρα ο οποίος θα είναι εφοδιασµένος µε πολλούς τύπου ΜΙΡ 
και θα έχει την ικανότητα να ανιχνεύει αρκετές ενώσεις ταυτόχρονα. Τα όρια 
ανίχνευσης είναι σε αρκετές περιπτώσεις εφάµιλλα των βιολογικών αισθητήρων ενώ 
το κόστος είναι ιδιαιτέρως χαµηλό[Xu et al 2004, Sellergen et al 2001].. 
 
2.6.4 Φαρµακοβιοµηχανία-Ανεύρεση νέων βιοδραστικών ουσιών 
Η εφαρµογή αυτή είναι µια νέα κατεύθυνση που αναπτύσσεται και στο 
Εργαστήριο Βιοχηµείας της Ιατρικής Σχολής του Παν. Θεσσαλίας  από την οµάδα 
Επίκουρου Καθηγητή Α. Τσακάλωφ. Με τη µοριακή αποτύπωση επιλεγµένων 
ρυθµιστών µεταβολικών µονοπατιών επιτυγχάνεται η τρισδιάστατη αποµίµηση των 
θέσεων δράσης τους. Μετά την αποµάκρυνση του υποστρώµατος  το αποτυπωµένο 
πολυµερές διαθέτει λειτουργικές κοιλότητες, συµπληρωµατικές σε µέγεθος, σχήµα 
και λειτουργικότητα ως προς το υπόστρωµα-στόχο που χρησιµοποιήθηκε. Αυτές οι 
κοιλότητες µπορούν να καταληφθούν αποκλειστικά από ενώσεις οι οποίες µοιάζουν 
στο αρχικό πρότυπο σε µέγεθος, σχήµα και λειτουργικότητα. Οι ενώσεις αυτές 
αναµένεται να εµφανίζουν βιολογική δραστικότητα παρόµοια µε αυτή του αρχικού 
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προτύπου (οµόλογες ενώσεις). Η συγκεκριµένη εφαρµογή των ΜΙΡ παρουσιάζει 
ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς καθίσταται εφικτή η ανεύρεση φαρµάκων µε απλές, 
εύκολες και µη χρονοβόρες διαδικασίες(βλ 1.4). 
Η επιλεκτικότητα των ΜΙΡ µπορεί επίσης να χρησιµοποιηθεί από την 
φαρµακοβιοµηχανία για την επίτευξη καλύτερης  καθαρότητας  φαρµάκων η οποία 
είναι ιδιαίτερως σηµαντική όταν το µόριο του φαρµάκου βρίσκεται µε τη µορφή 
εναντιοµερών, το ένα εκ τον οποίων είναι δραστικό και το άλλο δυνητικά επιβλαβές. 
Με την χρήση των ΜΙΡ είναι δυνατή η ανίχνευση και η αποµάκρυνση της 
ανεπιθύµητης µορφής του φαρµάκου (π.χ.φάρµακο θαλιδοµίδη). 
 
2.6.5  ΜΙΡ σε κλινικές εφαρµογές   
Ο οργανισµός αυθόρµητα παράγει αντισώµατα όταν το ανοσοποιητικό του 
σύστηµα αναγνωρίσει συστατικά µέρη ξένης ουσίας ή αντιγόνα τα οποία εισήλθαν 
στον οργανισµό. Τα αντισώµατα παρουσιάζουν υψηλή εξειδίκευση καθώς 
αναγνωρίζουν ένα µοναδικό αντιγόνο. Οι ερευνητές εκµεταλευόµενοι την 
εξειδίκευση των αντισωµάτων τα χρησιµοποιούν για κατασκευή διαγνωστικών τεστ. 
Προκειµένου να παράγουν τις επιθυµητές ποσότητες αντισωµάτων  ακολούθούν την 
εξής µέθοδο: Μεταφέρουν µε ένεση ξένες πρωτείνες/αντιγόνα σε πειραµατόζωα και 
έπειτα µε λήψη αίµατος αποµονώνουν τα αντισώµατα που έχουν παραχθεί. Τα 
αντισώµατα αυτά παρουσιάζουν ιδιαίτερα υψηλή εξειδίκευση ωστόσο έχουν µικρό 
χρόνο ζωής, χαµήλη σταθερότητα και υψηλό κόστος παραγωγής.  Μιµητές των 
αντισωµάτων για χρήση διαγνωστικών τεστ µε µεγάλη διάρκεια ζωής και υψηλή 
σταθερότητα είναι δυνατόν να κατασκευαστούν µε την τεχνική της µοριακής 
αποτύπωσης[G.Vlatakis et al 1993]. Οι τιµές εξειδίκευσης είναι αρκετές φορές 
εφάµιλλη µε αυτή του αντισώµατος αγρίου τύπου ενώ  το  κόστος παραγωγής είναι 
ιδιαιτέρως χαµηλό (επίσης αποφεύγεται η χρήση πειραµατόζωων). 
Ακόµη µία από τις πιθανές χρήσεις για τις οποίες προορίζονται τα ΜΙΡ αφορά 
την αποµάκρυνση ανεπιθύµητων ουσιών από βιολογικά υγρά. ∆ηµιουργία 
αποτυπωµάτων των εν λόγω ουσίων και σχεδίαση ειδικής συσκευής θα µπορούσε να 
χρησιµοποιηθεί στην αντιµετώπιση χρόνιων ασθενειών (π.χ αιµοκάθαρση, 
αποµάκρυνση χοληστερόλης). 
            Τέλος υπάρχει ιατρικό ενδιαφέρον για χρήση των µοριακά αποτυπωµένων 
πολυµερών σε ασθένειες όπου η χορήγηση του φαρµάκου πραγµατοποιείται ανά 
τακτά χρονικά διαστήµατα π.χ. ινσουλίνη για σακχαρώδη διαβήτη. Η παρασκευή 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:55:32 EET - 137.108.70.7
 41
µήτρας(ΜΙΡ) ελεγχόµενης αποδέσµευσης φαρµάκου (υποστρώµατος)  σύµφωνα µε 
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ΣΚΟΠΟΣ 
Σκοπός της εργασίας είναι η δηµιουργία µοριακών αποτυπωµάτων µε 
ικανότητα ανίχνευσης, εκλεκτικής δέσµευσης και αποµόνωση αναστολέων του HIF-
1α. από διαφορά υποστρώµατα (π.χ. βιβλιοθήκες χηµικών ενώσεων, εκχυλίσµατα 
φυτών). 
   Στην παρούσα διπλωµατική θα αποτυπωθεί η κερκετίνη γνωστός 
αναστολέας του HIF-1, θα πραγµατοποιηθεί αξιολόγηση του παρασκευασθέντος 
πολυµερούς και εκτίµηση της ικανότητας του να επαναδεσµεύει ειδικά την κερκετίνη 
καθώς και οµόλογες ενώσεις. 
Επίσης θα αποτυπωθεί η ουσία  τρι-Ο-ακέτυλο-αδενοσίνης (TOAA). Η ΤΟΑΑ είναι 
οργανοδιαλυτό ανάλογο του ΑΤΡ που είναι συνένζυµο των πρωτεϊνικών κινασών και 
δότης φωσφορικών οµάδων που καθιστά ικανές  τις πρωτεϊνικές κινάσες, 
συγκεκριµένα ΜΑΡΚ κινάσες,  να φωσφορυλιώσουν και να ενεργοποιήσουν τον 
HIF1-α.  Η αποτύπωση της ουσίας θα δηµιουργήσει κοιλότητες στο πολυµερές σώµα 
ικανές να δεσµεύσουν µόρια  ίδιου όγκου και σχήµατος µε την ΤΟΑΑ χωρίς την 
ικανότητα να παρέχουν την  φωσφορική οµάδα (ΑΤΡ mimetic). Οι ενώσεις που θα 
δεσµευτούν αναµένεται να είναι αναστολείς του µεταγραφικού παράγοντα HIF-1α. 
Τέλος για το αποτύπωµα  της ΤΟΑΑ θα πραγµατοποιηθεί  αξιολόγηση της 
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3. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 
3.1. Αντιδραστήρια-∆ιατάξεις 
 Η κερκετίνη (3, 3΄, 4΄, 5, 7-pentahydroxyflavone), η τρι-Ο-ακέτυλο-αδενοσίνη 
(ΤΟΑΑ), η 4-βινυλοπυριδίνη (4-VP) και το αιθυλενογλυκολδιµεθυλακρυλένιο 
(EGDMA), είναι της εταιρείας Sigma–Aldrich (Steinheim, Germany). Ο εκκινητής 
άζο-δις-ισοβούτυρονιτρίλιο (AIBN) αγοράστηκε από την Acros Organics (Geel 
Belgium). Το 3-O-Ακέτυλο-11-κετο-β-µποσβελλικό οξύ (AKβBA) είναι της Alexis 
Biochemicals (Lausen Switzerland). Το ακετονιτρίλιο HPLC και η ακετόνη 
αναλυτικής καθαρότητας είναι της Lab-Scan Analytical Sciences (Dublin Ireland). Η 
µεθανόλη είναι της Sigma–Aldrich (Steinheim, Germany) και το οξικό οξύ (ACS 
reagent) της Fluka Chemie GmbH (Switzerland).  
 
 Στην παρούσα διατριβή χρησιµοποιηθήκαν δύο διαφορετικά συστήµατα  
χρωµατογραφίας αντίστροφης φάσης. 
o Στο σύστηµα Ultimate LC system (Dionex corporation) η ανίχνευση έγινε µε 
ανιχνευτή παράταξης φωτοδιόδων. Το σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε 
περιλαµβάνει µια quaternary αντλία βαθµωτής έκλουσης LPG-3400A, ένα 
αυτόµατο δειγµατολήπτη WPS-3000SL, µία στήλη Acclaim ® 120 C18 3µm 
4,6×150mm, έναν φούρνο στήλης, και τον ανιχνευτή UV-Diode Array, PDA 
3000. Η καταγραφή των χρωµατογραφηµάτων και η ανάλυση των κορυφών 
έγινε µε την χρήση ηλεκτρονικού υπολογιστή µε το λογισµικό Chromeleon. 
o Στο σύστηµα SSI LC system η ανίχνευση έγινε µε µονοχρωµατικό ανιχνευτή 
UV-vis. Το σύστηµα περιλαµβάνει µία αντλία HPLC SSI 222D, ένα σύστηµα 
ελέγχου αντλιών SSI 232, τον µονοχρωµατικό ανιχνευτή UV-vis SSI 500 
συνδεδεµένο µε το συλλέκτη κλασµάτων Foxy Jr. και µία στήλη Alltech, 
KromasilC18 5µm 3,2×150mm. Η καταγραφή των χρωµατογραφηµάτων και η 
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3.2. Σύνθεση Μοριακά Αποτυπωµένων Πολυµερών 
 
3.2.1.Καθαρισµός Μονοµερών 
Τα µονοµερή που είναι διαθέσιµα στο εµπόριο εµπεριέχουν σε µικρό ποσοστό 
αναστολείς πολυµερισµού, έτσι ώστε να αποφευχθεί η περίπτωση πολυµερισµού 
κατά την περίοδο της αποθήκευσης. Προκειµένου να παραληφθούν τα µονοµερή σε 
καθαρή µορφή ώστε να είναι ικανά να χρησιµοποιηθούν υπόκεινται σε καθαρισµό. 
Τα λειτουργικά µονοµερή: µεθακρυλικό οξύ, 4-βινυλοπυριδίνη καθώς επίσης και το 
µονοµερές διασταύρωσης: αιθυλενογλυκολδιµεθυλακρυλένιο, παρελήφθησαν σε 
καθαρή µορφή αφού υποβλήθηκαν σε απόσταξη υπό ελαττωµένη πίεση.    
 
3.2.2.Σύνθεση Πολυµερών  
 Για τη σύνθεση µοριακά αποτυπωµένων πολυµερών στην παρούσα διατριβή 
επιλέχθηκε η τεχνική του πολυµερισµού µάζας. Η πειραµατική διαδικασία που 
ακολουθείται είναι η εξής: η απαιτούµενη ποσότητα υποστρώµατος ζυγίζεται σε 
ογκοµετρική φιάλη και διαλύεται στον επιλεγµένο διαλύτη πολυµερισµού 
(πορογενές). Μετά τη διαλυτοποίηση του υποστρώµατος, στο διάλυµα προστίθεται  
το µονοµερές και το µείγµα αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου έτσι ώστε να 
σχηµατιστεί το σύµπλοκο υποστρώµατος-µονοµερούς για 20 λεπτά. Έπειτα  
προστίθεται το µονοµερές διασταύρωσης και στο τέλος ο εκκινητής, ο οποίος 
βρίσκεται διαλυτοποιηµένος σε µικρή ποσότητα διαλύτη. Το διάλυµα µεταφέρεται 
αµέσως  στην ειδική αµπούλα  πολυµερισµού και τοποθετείται σε παγόλουτρο. 
Ακολουθεί αποµάκρυνση του οξυγόνου µε συνεχή διέλευση αζώτου για 5-8min, γιατί  
το οξυγόνο δεσµεύει τις ελεύθερες ρίζες παρεµποδίζοντας µε αυτό το τρόπο τον 
πολυµερισµό. Η ειδική αµπούλα πολυµερισµού ψύχεται µε υγρό άζωτο και 
σφραγίζεται αεροστεγώς υπό κενό µε τη βοήθεια φλόγιστρου. 
  Η έναρξη του πολυµερισµού πραγµατοποιείται µε διάσπαση του εκκινητή 
θερµικά ή φωτοχηµικά  ώστε να παραχθούν  ελεύθερες ρίζες όπου θα ξεκινήσουν οι 
αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυµερισµού. Στην παρούσα διατριβή χρησιµοποιήθηκαν 
και οι δύο τρόποι διάσπασης. Η θερµική διάσπαση διεξάγεται σε υδατόλουτρο στους 
60oC όπου και ολοκληρώνεται ο πολυµερισµός(24h). Για τη φωτοχηµική διάσπαση 
χρησιµοποιείται λάµπα UV (312nm, 230V/50Hz). Η έκθεση του διαλύµατος 
πολυµερισµού στην υπεριώδη ακτινοβολία πραγµατοποιείται µε παράλληλη διαρκή 
περιστροφή του σωλήνα έτσι ώστε να είναι οµοιόµορφη η ακτινοβόλιση  για χρονικό 
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διάστηµα 3 ωρών σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το πέρας των 3 ωρών ο σωλήνας 
µε το συµπαγές σώµα πολυµερούς τοποθετείται σε υδατόλουτρο στους 60oC όπου και 
ολοκληρώνεται ο πολυµερισµός (για άλλες 21h). 
 Ως πρότυπα προς αποτύπωση επιλέχθηκαν το φλαβονοειδές κερκετίνη και το 
ανάλογο του ATP, τρι-Ο-ακέτυλο-αδενοσίνης. Για τη σύνθεση των ΜΙΡ και των 
αντίστοιχων ΝΙΡ, χρησιµοποιήθηκαν ως µονοµερή η 4-βινυλοπυριδίνη και το 
µεθακρυλικό οξύ. Ως παράγοντας διασταύρωσης χρησιµοποιήθηκε το EDMA. Ως 
εκκινητής χρησιµοποιήθηκε το AΙΒΝ το οποίο διασπάται τόσο στους 60˚C, όσο και 
κατά την έκθεση σε UV ακτινοβολία. Ως πορογενή χρησιµοποιήθηκαν τα διαλυτικά 
µέσα: ακετόνη και ακετονιτρίλιο. Η σύνθεση των πολυµερών και οι πειραµατικές 
συνθήκες παρασκευής τους παρουσιάζονται στον πίνακα 2.1. Για κάθε πολυµερές 
αποτύπωσης παρασκευάστηκε και το αντίστοιχο τυφλό-µάρτυρας (ΝΙΡ) από το οποίο 
έλειπε το υπόστρωµα κατά τη διάρκεια του πολυµερισµού. 
 














MIP1 Quercetin EDMA 4-VPy 1/8/40 Aκετόνη Θέρµανση 
NIP1 - EDMA 4-VPy 1/8/40 Ακετόνη Θέρµανση 
MIP2 TOAA EDMA MAA 1/6/30 Ακετονιτρίλιο UV 
NIP2 - EDMA MAA 1/6/30 Ακετονιτρίλιο UV 
 
 
3.2.3. Επεξεργασία πολυµερών και αποµάκρυνση του υποστρώµατος 
 Μετά την ολοκλήρωση του πολυµερισµού από το αποτυπωµένο πολυµερές 
πρέπει να αποµακρυνθεί το υπόστρωµα, καθώς επίσης και η ποσότητα του 
µονοµερούς, του µέσου διασταύρωσης και του εκκινητή που δεν έχουν αντιδράσει.  
Το πολυµερές(µονόλιθος) το οποίο έχει πάρει το σχήµα της ειδικής αµπούλας 
πολυµερισµού παραλαµβάνεται µε θραύση της αµπούλας και κονιοποιείται ελαφρώς 
σε πορσελάνινο ιγδίο παρουσία αδρανούς διαλύτη. Η παρουσία του διαλύτη βοηθά 
στην αποφυγή απωλειών εξαιτίας αιωρούµενων σωµατιδίων (σκόνη). Ο διαλύτης 
αποµακρύνεται µε διήθηση(αιώρηµα σύνθλιψης).  
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Η αποµάκρυνση του υποστρώµατος πραγµατοποιείται  σε συσκευή Soxhlet 
µε πολλαπλή ζεστή εκχύλιση. Κατά την εκχύλιση Soxhlet το δείγµα (πολυµερές) 
τοποθετείται σε πορώδη περιέκτη µιας χρήσεως (κυλινδρικά χάρτινα φίλτρα) και ο 
διαλύτης σε φιάλη βρασµού  που συνδέεται µε κάθετο ψυκτήρα. Οι υδρατµοί του 
διαλύτη ρέουν στον περιέκτη και διαλύουν τους αναλύτες. Πλήρωση του χώρου του 




Εικόνα 14: Συσκευή Soxhlet  
 
Για την εκχύλιση Soxhlet  της κερκετίνης  χρησιµοποιείται µεθανόλη/οξικό 
οξύ 9/1 ενώ για την εκχύλιση Soxhlet της τρι-Ο-ακέτυλο-αδενοσίνης 
ακετονιτρίλιο/µεθανόλη 4/1. Η εκχύλιση διαρκεί 24- 48 ώρες µε χρόνο 
ανακύκλωσης(σιφωνισµός) 20-30 λεπτά. Μετά το τέλος της εκχύλισης το πολυµερές 
αποµακρύνεται από τον περιέκτη και κονιοποιείται περαιτέρω για τη συλλογή 
οµογενών κλασµάτων. Από τη φιάλη βρασµού συλλέγεται το εκχύλισµα προκειµένου 
να υπολογιστεί το ποσοστό της ανάκτησης του υποστρώµατος (splitting yield).  
 Το ποσοστό της ανάκτησης υπολογίζεται προσδιορίζοντας τη συγκέντρωση 
του εκχυλίσµατος Soxhlet και του αιωρήµατος σύνθλιψης του πολυµερούς σε 
υπόστρωµα.   Για το σκοπό αυτό ποσότητα 1ml των δύο εκχυλισµάτων ξεχωριστά 
εξατµίζεται µέχρι ξηρού σε  σύστηµα φυγοκεντρικής εξάτµισης υπό κενό (speed vac) 
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και µετά από επαναδιάλυση τους σε κατάλληλο διαλύτη προσδιορίζεται η 
συγκέντρωσή του ως προς το υπόστρωµα είτε µε απλή φωτοµετρία υπεριώδους – 
ορατού, είτε χρωµατογραφικά. Ο χρωµατογραφικός προσδιορισµός της κερκετίνης 
πραγµατοποιείται ισοκρατικά και ως διαλύτης έκλουσης χρησιµοποιείται µίγµα 
µεθανόλη / νερό / οξικό οξύ σε αναλογία 50/48/2: v/v/v. Ο προσδιορισµός της τρι-Ο-
ακετυλοαδενοσίνης πραγµατοποιείται επίσης ισοκρατικά και ως διαλύτης έκλουσης 
χρησιµοποιείται µίγµα ακετονιτρίλιο / νερό σε αναλογία 24/76: v/v. Οι αναλύσεις 
πραγµατοποιούνται σε ροή 0.8 ml/min σε  θερµοκρασία δωµατίου.  
 Στη συνέχεια το πολυµερές κονιοποιείται σε πορσελάνινο ιγδίο και η 
κοσκίνιση του πραγµατοποιείται σε µεταλλικά κόσκινα κατάλληλου µεγέθους 
βρογχίδων, µε τη χρήση αδρανούς διαλύτη ώστε να διευκολυνθεί η διέλευση των 
πολύ ελαφρών σωµατιδίων από τα κόσκινα. Οι διαδικασίες κονιοποίησης-κοσκίνισης 
λαµβάνουν χώρα διαδοχικά ώστε να ελαχιστοποιηθεί η δηµιουργία σωµατιδίων κάτω 
των 5µ. Τα σωµατίδια  αποµακρύνονται γιατί προκαλούν απόφραξη στις φρίττες των 
στηλών HPLC. Η αποµάκρυνσή τους πραγµατοποιείται µε επαναιώρησεις του 
πολυµερούς σε ακετόνη (150-200ml). Συγκεκριµένα πραγµατοποιείται αιώρηση, το 
πολυµερές αφήνεται να καθίσει για περίπου 30 λεπτά.  Τα λεπτότερα σωµατίδια 
αργούν να καταβυθιστούν οπότε και αποµακρύνονται µαζί µε τον διαλύτη, µε πιπέτα 
Pasteur. Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται 4-6 φορές .  
 Κλάσµα σωµατιδίων µεγέθους 45-90µm χρησιµοποιείται για την αξιολόγηση του 
πολυµερούς µε πειράµατα στατικής επαναδέσµευσης και την παρασκευή στηλών   
εκχύλισης στερεής φάσης SPE, ενώ κλάσµα  25-45µm εφαρµόζεται στην πλήρωση 
στηλών HPLC. Τα τυφλά πολυµερή κατεργάστηκαν µε τον ίδιο τρόπο όπως και τα 
πολυµερή αποτύπωσης. 
 
3.3.  Χαρακτηρισµός των Μοριακά Αποτυπωµένων Πολυµερών 
 
3.3.1. Χρωµατογραφικός Χαρακτηρισµός Αποτυπωµένων Πολυµερών   
 
 Υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) 
Η υγρή χρωµατογραφία υψηλής πίεσης είναι χηµική αναλυτική τεχνική 
διαχωρισµού  µε πολλές εφαρµογές, που επιτρέπει τον προσδιορισµό ενός µεγάλου 
φάσµατος οργανικών και ανόργανων ενώσεων. 
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Στην υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης  χρησιµοποιείται ο ακόλουθος 
ηλεκτρονικός/µηχανολογικός εξοπλισµός: Μία συσκευή απαερίωσης του 
εκλουστικού, έναν εισαγωγέα δείγµατος, µία αντλία που πιέζει τον 
διαλύτη(εκλουστικού) προς την στήλη µε πιέσεις τάξεως µερικών χιλιάδων psi, µία 
στήλη, έναν ανιχνευτή και ένα  καταγραφικό. 
O διαχωρισµός των ενώσεων στην HPLC επιτυγχάνεται εξαιτίας της 
συνδυασµένης δράσης της κινητής φάσης και του πληρωτικού υλικού. Εντός της 
στήλης πραγµατοποιείται διαχωρισµός των συστατικών του δείγµατος ανάλογα µε τη 
συγγένειας που παρουσιάζουν µε το πληρωτικό υλικό ενώ η κινητή φάση µετακινεί 
τα συστατικά κατά µήκος της στήλης. Ανάλογα µε το µηχανισµό αλληλεπίδρασης µε 
την στατική φάση διακρίνονται οι εξής τύποι χρωµατογραφίας: κανονικής φάσης, 
αντίστροφης φάσης, απορρόφησης, διάχυσης πηκτής, συγγένειας και 
ιοντοανταλλάγης. Στην παρούσα διπλωµατική εργασία χρησιµοποιήθηκε η 
χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης στην οποία το πληρωτικό υλικό είναι διοξείδιο 
του πυριτίου συζευγµένο µε διάφορες οµάδες όπως αλκύλια, φαινύλιο κτλ. Στην 
χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης χρησιµοποιείται ως κινητή φάση µίγµα 
οργανικών διαλυτών µε υδατικό ρυθµιστικό διάλυµα ή νερό. 
Εξίσου σηµαντική παράµετρος είναι η χρήση κατάλληλου ανιχνευτή. Οι 
απλοί ανιχνευτές UV-Vis και παράταξης φωτοδιοδίων χρησιµοποιούνται για ενώσεις 
που φέρουν χρωµοφόρο οµάδα και παρουσιάζουν απορρόφηση σε ορατό-υπεριώδες. 
Και στις δύο περιπτώσεις η ανίχνευση βασίζεται στο νόµο Lambert-Beer 
 
A = ε C b 
 
Όπου Α η απορρόφηση της ουσίας, ε ο µοριακός συντελεστής απορρόφησης, C η 
συγκέντρωση της προσδιοριζόµενης ουσίας και b το πάχος της κυψελίδας. 
 
Πλήρωση στηλών HPLC 
 Πειραµατικά η πλήρωση των στηλών πραγµατοποιείται ως εξής: στήλη 
150x3mm πληρώνεται µε το προς µελέτη πολυµερές. Η στήλη συνδέεται στο 
σύστηµα HPLC και η στατική φάση συµπιέζεται µε συνεχή ροή διαλύτη 1ml/min για 
1h. Ακολούθως η στήλη ανοίγεται και στην περίπτωση που έχει δηµιουργηθεί κενό, 
αυτό συµπληρώνεται µε νέα ποσότητα πολυµερούς. Η διαδικασία επαναλαµβάνεται 
µέχρι να µην παρατηρείται περαιτέρω συµπίεση της στατικής φάσης. 
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 Προσδιορισµός Παράγοντα Αποτύπωσης  
 Ο παράγοντας αποτύπωσης Ιf που χαρακτηρίζει την εξειδίκευση των ΜΙΡ 
υπολογίστηκε ξεχωριστά για κάθε ένα από τα πολυµερή που παρασκευάστηκαν. Για 
τον προσδιορισµό του παράγοντα αποτύπωσης ενός πολυµερούς µία µεταλλική στήλη 
χρωµατογραφίας πακετάρεται µε το προς µελέτη πολυµερές. Η στήλη συνδέεται στο 
σύστηµα HPLC και αφήνεται να ισορροπήσει στην επιθυµητή κινητή φάση 
καταγράφοντας ταυτόχρονα µε την χρήση του ανιχνευτή UV-Vis την τυχόν έκλουση 
υποστρώµατος. Αρχικά πραγµατοποιείται  έγχυση  µάρτυρα, µίας ουσίας δηλαδή που 
δεν εµφανίζει  συγκράτηση από το πολυµερές, έτσι ώστε να υπολογιστεί ο νεκρός 
όγκος της στήλης. Στη συνέχεια πραγµατοποιείται έγχυση του υποστρώµατος και 
καταγράφεται ο χρόνος έκλουσης.   
 Για τον προσδιορισµό του παράγοντα αποτύπωσης της κερκετίνης 
χρησιµοποιήθηκε ως κινητή φάση µείγµα MeCN/H2O/MeCOOH: 80/16/4, v/v/v. 
Υπολογίσθηκε επίσης ο συντελεστής αποτύπωσης για το ΑΚΒΑ σε κινητή φάση 
ακετονιτρίλιο. Για τον προσδιορισµό του παράγοντα αποτύπωσης της τρι-Ο-ακετυλο-
αδενοσίνης χρησιµοποιήθηκε ως κινητή φάση µείγµα ACN/H2O 97/3 v/v. Οι 
αναλύσεις πραγµατοποιήθηκαν σε ροή 1 ml/min και θερµοκρασία δωµατίου.  
 
3.3.2. Χαρακτηρισµός Αποτυπωµένων Πολυµερών µε Πειράµατα Στατικής 
Επαναδέσµευσης (Batch Rebinding) 
 Όλα τα πολυµερή που παρασκευάστηκαν υποβλήθηκαν σε πειράµατα 
στατικής επαναδέσµευσης για την εκτίµηση της σταθεράς συγγένειας (Κa), της 
κατανοµής των κέντρων δέσµευσης που δηµιουργήθηκαν και της χωρητικότητάς 
τους. Το πείραµα πραγµατοποιείται ως εξής: 30mg του πολυµερούς, ζυγίζονται σε 
ογκοµετρικά φιαλίδια των 50ml και παραµένουν σε ισορροπία µε 5ml διαλύµατος 
γνωστής συγκέντρωσης(2.5-300µΜ) υποστρώµατος για 24ώρες σε θερµοκρασία 
δωµατίου υπό ανάδευση. Μετά την πάροδο των 24ωρών τµήµα του υπερκείµενου 
παραλαµβάνεται  και φυγοκεντρείται σε σύστηµα φυγοκεντρικής εξάτµισης υπό κενό 
(speed vac). Ακολουθεί επαναδιάλυση σε κατάλληλο για χρωµατογραφία διαλύτη, 
ανάλυση µε  HPLC και προσδιορισµός  της συγκέντρωσης του υποστρώµατος. 
Αφαιρώντας τη συγκέντρωση που µετρήθηκε χρωµατογραφικά από την αρχική 
συγκέντρωση του διαλύµατος υπολογίζεται η ποσότητα του υποστρώµατος που 
δεσµεύτηκε ανά γραµµάριο πολυµερούς και διαµορφώνονται οι ισόθερµες 
προσρόφησης. Εφαρµογής των ισόθερµων προσρόφησης σε κάποιο από τα µοντέλα 
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κατανοµής υπολογίζονται η σταθερά δέσµευσης/διάσπασης, ο αριθµός και η 
κατανοµή των θέσεων δέσµευσης του πολυµερούς.  
 Οι συγκεντρώσεις των διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν κυµαίνονται από 
2.5 έως 300µΜ και ως διαλύτης επιλέχθηκε ο διαλύτης πολυµερισµού(πορογενές). Οι 
ανάλυσεις πραγµατοποιήθηκαν στα χρωµατογραφικά συστήµατα που περιγράφονται 
στην παράγραφο 3.2.3.  
 
3.3.3. Χαρακτηρισµός Αποτυπωµένων Πολυµερών Με Εκχύλιση Στερεής Φάσης 
Η χρήση πολυµερών µοριακής αποτύπωσης σε πειράµατα εκχύλισης στερεής φάσης 
χρησιµοποιήθηκε για πρώτη φορά από τον Sellegren  και είναι µία αναλυτική τεχνική 
που βρίσκει εφαρµογή κυρίως σε αναλύσεις βιολογικών και περιβαλλοντικών 
δειγµάτων. Εφόσον η ειδική στήλη πληρώνεται µε mip(mip-spe) έχει την ικανότητα 
να συγκρατεί ειδικά και ισχυρά το υπόστρωµα. Η εισαγωγή στη στήλη µίγµα 
διαλύµατος που περιέχει το υπόστρωµα και η εφαρµογή κατάλληλης σύστασης 
διαλυτών έχει ως αποτέλεσµα προσµίξεις που περιέχει το µίγµα να εκλουστούν στο 
στάδιο έκπλυσης των στηλών µε εφαρµογή ενός µη πολικού διαλύτη ενώ το 
υπόστρωµα  να εκλουστεί στο τελικό στάδιο µε εφαρµογή ενός πολικού διαλύτη.  
 
 
  Εικόνα 15: Στάδια εκχύλισης στερεής φάσης 1ο στάδιο εξισορρόπησης στήλης, 2ο στάδιο  
φόρτωση δείγµατος, 3ο στάδιο έκπλυση προσµίξεων και 4ο στάδιο έκλουση των ειδικά 
συγκρατηµένων ενώσεων 
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Πλήρωση στήλης SPE µε πολυµερή µοριακής αποτύπωσης 
 Για την κατασκευή στηλών εκχύλισης στερεής φάσης µε αποτυπωµένα 
πολυµερή ακολουθείται η εξής διαδικασία: κενές στήλες πολυπροπυλενίου 
χωρητικότητας 3ml (Altech Associates Inc,USA) τοποθετούνται σε συσκευή 
εκχύλισης στερεής φάσης(εικόνα 16) αφού προστεθεί η κάτω φρίττα πολυαιθυλενίου. 
Ακολούθως 100mg του πολυµερούς αφού αιωρηθούν σε µικρή ποσότητα διαλύτη (1-
3ml)  προστίθονται ως αιώρηµα στην κενή στήλη. Το πολυµερές αφήνεται για µικρό 
χρονικό διάστηµα να καθιζάνει  και στη συνέχεια ο διαλύτης αποµακρύνεται υπό 
κενό. Μετά την αποµάκρυνση του διαλύτη το πολυµερές συµπιέζεται και προστίθεται  
η πάνω φρίττα πολυαιθυλενίου.  
 
 
Εικόνα 16: Συσκευή εκχύλισης στερεής φάσης µε αντλία κενού 
 
 
Προσδιορισµός χωρητικότητας στήλης MIP-SPE  
  Η χωρητικότητα των στηλών MIP-SPE εκτιµάται µε πειράµατα ανάκτησης 
του υποστρώµατος στη στήλη του αποτυπωµένου πολυµερούς σε σύγκριση πάντα µε 
τη στήλη του τυφλού πολυµερούς. Συγκεκριµένα αφού η στήλη MIP-SPE 
εξισορροπηθεί, διάλυµα του υποστρώµατος στο διαλύτη που πραγµατοποιήθηκε ο 
πολυµερισµός φορτώνεται στη στήλη µε διαδοχικές φορτώσεις του 1ml και ροή 
1ml/min. Μετά το πέρας των φορτώσεων (στάδιο load) ακολουθεί έκπλυση της 
στήλης αρχικά µε µη πολικό (στάδιο wash)  και στη συνέχεια µε πολικό διαλύτη 
(στάδιο elute). Μετά από κάθε βήµα το έκλουσµα συλλέγεται, εξατµίζεται µέχρι 
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ξηρού σε σύστηµα φυγοκεντρικής εξάτµισης υπό κενό (speed vac) και µετά από 
επαναδιάλυση σε κατάλληλο διαλύτη αναλύεται χρωµατογραφικά.  
 Οι πειραµατικές συνθήκες για τον προσδιορισµό της χωρητικότητας των 
στηλών ως προς κερκετίνη δίνονται στον  πίνακα που ακολουθεί. 
 





1 ml µείγµατος µεθανόλης / οξικού οξέος (1:1, v/v) 
1ml µεθανόλης 
1 ml µείγµατος  µεθανόλης, 2 mol/lt NaOH  (1:1, v/v) 
1 ml µείγµατος µεθανόλης, νερού, οξικού οξέος (18:1:1, v/v/v) 
1 ml µεθανόλης 
1 ml ακετονιτρίλιο 
Φόρτωση  1 ml διαλύµατος κερκετίνης σε ακετονιτρίλιο ( 16µg/ml) 
Ξέπλυµα  2 ml ακετονιτρίλιο 
Έκλουση  3 ml µείγµατος µεθανόλης, οξικού οξέος (7:1, v/v) 
 
 Η χρωµατογραφική ανάλυση των εκλουσµάτων πραγµατοποιήθηκε 
ακολουθώντας τις χρωµατογραφικές συνθήκες για την κερκετίνη που αναφέρονται 
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4.1. Σύνθεση µοριακώς αποτυπωµένων πολυµερών 
Για τη σύνθεση µοριακά αποτυπωµένων πολυµερών στην παρούσα διατριβή 
επιλέχθηκε η τεχνική του πολυµερισµού διαλύµατος/µάζας. Ως πρότυπα προς 
αποτύπωση επιλέχθηκαν το φλαβονοειδές κερκετίνη και το ανάλογο του ATP, τρι-Ο-
ακέτυλο-αδενοσίνης. Για τη σύνθεση των ΜΙΡ και των αντίστοιχων ΝΙΡ, 
χρησιµοποιήθηκαν ως µονοµερή η 4-βινυλοπυριδίνη και το µεθακρυλικό οξύ. Ως 
παράγοντας διασταύρωσης χρησιµοποιήθηκε το EDMA, ως εκκινητής 
χρησιµοποιήθηκε το AΙΒΝ και ως πορογενή τα διαλυτικά µέσα ακετόνη και 
ακετονιτρίλιο. Η αναλογία υποστρώµατος/µονοµερούς/µέσου διασταύρωσης 
επιλέχθηκε σύµφωνα µε όσα αναφέρθηκαν στις παραγράφους 2.3.3 και 2.3.5. 
 
4.1.1 Αναλογία  Κερκετίνης –4VP-EDMΑ  
Η κερκετίνη έχει 5 υδροξυλοµάδες αλλά µόνο οι 4  µπορούν να σχηµατίσουν 
δεσµούς µε την 4-βινυλοπυριδίνη. Η στοιχειοµετρική αναλογία µε την οποία 
δεσµεύει/συµπλοκοποιεί η κερκετίνη την 4-βινυλοπυριδίνη θεωρείται 1/4  γιατί το 
υδροξύλιο του C5 συµµετέχει σε ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου. Επειδή η 
αλληλεπίδραση βασίζεται σε µη οµοιοπολικούς δεσµούς η περίσσεια ποσότητα του 
µονοµερούς είναι απαραίτητη. Η αναλογία υποστρώµατος/µονοµερούς/µέσου 
δικτύωσης  που επιλέχθηκε για την µοριακή  αποτύπωση της κερκετίνης  είναι η εξής 
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4.1.2 Αναλογία TOAA-MAA-EDMA 
Η στοιχειοµετρική αναλογία µε την οποία δεσµεύει/συµπλοκοποιεί ένα µόριο 
ΤΟΑΑ το µονοµερές ΜΑΑ είναι 1/2. Προκειµένου ωστόσο να µετατοπιστεί η 
ισορροπία της αντίδρασης προς το σχηµατισµό του συµπλόκου το µονοµερές 
προστίθεται σε περίσσεια και συγκεκριµένα στην αναλογία 1/6. Η αναλογία 
υποστρώµατος/µονοµερούς/µέσου δικτύωσης  που επιλέχθηκε για την µοριακή  
αποτύπωση της   TOAA (βλ 2.3.3 και 2.3.5)είναι η εξής : Template/monomer/cross-
linker  1/6/30  
 




4.2 Αποµάκρυνση και υπολογισµός ανάκτησης υποστρώµατος 
Μετά την ολοκλήρωση του πολυµερισµού πραγµατοποιήθηκε αποµάκρυνση 
του υποστρώµατος από το αποτυπωµένο πολυµερές µε εκχύλιση Soxhlet. Η 
ανάκτηση του υποστρώµατος µετρήθηκε χρωµατογραφικά όπως περιγράφεται στην 
παράγραφο 3.2.3. Η ανάκτηση της κερκετίνης υπολογίστηκε σε ποσοστό 82% και η 
ανάκτηση της ΤΟΑΑ υπολογίστηκε σε ποσοστό 79%.  Το ποσοστό ανάκτησης του 




































+           2
ΤΟΑΑ 2x ΜΑΑ 
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4.3. Εκτίµηση Αναγνωριστικής Ικανότητας MIP µε HPLC- Προσδιορισµός 
Παράγοντα Αποτύπωσης 
Για την αξιολόγηση των µοριακώς αποτυπωµένων πολυµερών 
πραγµατοποιήθηκε πλήρωση κενών στηλών µε τα παραγόµενα πολυµερή και 
ανάλυση της χρωµατογραφικής συµπεριφοράς τους σε συστήµατα χρωµατογραφίας 
υψηλής απόδοσης. Η µέθοδος πλήρωσης των στηλών και οι συνθήκες 
χρωµατογραφίας παρουσιάζονται αναλυτικά στην παράγραφο 3.2.3. 
 
4.3.1 Προσδιορισµός Παράγοντα Αποτύπωσης Κερκετίνης 
 Πραγµατοποιήθηκαν ενέσεις κερκετίνης γνωστής συγκέντρωσης σε στήλες 
που είχαν πληρωθεί προτύτερα µε το πολυµερές υλικό mip1 ή nip1. Από τη 
χρωµατογραφική ανάλυση που προέκυψε λαµβάνοντας υπόψιν το χρόνο έκλουσης 
της κερκετίνης tr υπολογίστηκε ο συντελεστής της µοριακής αποτύπωσης(IF1) της 

















Σχήµα 3 : Χρωµατογραφήµατα έκλουσης της κερκετίνης σε στήλες mip1/nip1 
 Χρησιµοποιήθηκε ως κινητή φάση µείγµα MeCN/H2O/MeCOOH: 80/16/4, v/v/v 
 Η ροή στην οποία πραγµατοποιήθηκε η ανάλυση ήταν 1ml/min και  η πίεση 1650PSI 
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Ο παράγοντας συγκράτησης της κερκετίνης στο µοριακώς αποτυπωµένο 
πολυµερές kmip1 υπολογίστηκε 8,6 και στο τυφλό-µάρτυρα knip1  υπολογίστηκε 1,3.  
Ο συντελεστής αποτύπωσης της κερκετίνης είναι IF1 = 6,6. 
Στην ίδια στήλη που πληρώθηκε µε πολυµερές (nip1 ή mip1) 
πραγµατοποιήθηκαν ενέσεις της ουσίας ΑΚΒΑ. Η ουσία προέρχεται από το φυτό 
Βoswellia serrata και επιλέχθηκε γιατί είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι το 






















Σχήµα 4 : Χρωµατογραφήµατα έκλουσης του ΑΚΒΑ στο πολυµερές σώµα που αποτυπώθηκε ως 
προς την κερκετίνη 
 Χρησιµοποιήθηκε ως κινητή φάση  ACN 
 Η ροή στην οποία πραγµατοποιήθηκε η ανάλυση ήταν 1ml/min, η πίεση 1150PSI  
 Η µέτρηση πραγµατοποιήθηκε στα 250nm 
 
Ο παράγοντας συγκράτησης τoυ ΑΚΒΑ στο µοριακώς αποτυπωµένο 
πολυµερές kmip υπολογίστηκε 2,8 και στο τυφλό-µάρτυρα knip  υπολογίστηκε 1,8.  
Ο συντελεστής αποτύπωσης του ΑΚΒΑ είναι IF = 1,6. 
Ο συντελεστής αποτύπωσης του ΑΚΒΑ (IF = 1,6) έχει µικρότερη τιµή από το 
συντελεστή αποτύπωσης της κερκετίνης (IF1 = 6,6), γεγονός αναµενόµενο, καθώς 
κάθε αποτυπωµένο πολυµερές εµφανίζει τη µέγιστη δυνατότητα επαναδέσµευσης ως 
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4.3.2 Προσδιορισµός Παράγοντα Αποτύπωσης TOAA 
 Πραγµατοποιήθηκαν ενέσεις TOAA γνωστής συγκέντρωσης σε στήλες που 
είχαν πληρωθεί προτύτερα µε το πολυµερές υλικό (mip2 ή nip2). Από τη 
χρωµατογραφηκή ανάλυση που προέκυψε λαµβάνοντας υπόψιν το χρόνο έκλουσης 
της ουσίας υπολογίστηκε ο συντελεστής  µοριακής αποτύπωσης IF2. 
 
 
Σχήµα 5 : Χρωµατογραφήµατα έκλουσης της TOAA σε στήλες mip2/nip2 
 Χρησιµοποιήθηκε ως κινητή φάση µείγµα ACN/H2O  97/3, v/v 
 Η ροή στην οποία πραγµατοποιήθηκε η ανάλυση ήταν 1ml/min και  η πίεση 1150PSI 
 H µέτρηση πραγµατοποιήθηκε στα 260nm 
 
Ο παράγοντας συγκράτησης της TOAA στο µοριακώς αποτυπωµένο 
πολυµερές kmip2 υπολογίστηκε 10,6 και στο τυφλό-µάρτυρα knip2  υπολογίστηκε 
0.34.  Ο συντελεστής αποτύπωσης της ΤΟΑΑ είναι IF 2= 31,2. 
Από το γεγονός ότι το τυφλό παρουσιάζει µηδαµινή ικανότητα 
επαναδέσµευσης του υποστρώµατος (knip2 = 0.34) συµπεραίνουµε ότι η περίσσεια 
στην οποία χρησιµοποιήθηκε το µονοµερές (1/6) κατά την σύνθεση του πολυµερούς 
δεν οδήγησε στην δηµιουργία µη ειδικών θέσεων δέσµευσης. 
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4.4. Αποτίµηση µοριακής αποτύπωσης µε πειράµατα στατικής επαναδέσµευσης 
Για την εκτίµηση της προσροφητικής ικανότητας των πολυµερών 
πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα στατικής επαναδέσµευσης(βλ 3.3.2). Οι ισόθερµες 
προσρόφησης που προέκυψαν εφαρµόστηκαν στο  µοντέλο διακριτής κατανοµής bi-
Lamguir και στο µοντέλο συνεχούς κατανοµής Freundlich. Για κάθε ένα από τα 
µοντέλα κατανοµής υπολογίστηκαν η σταθερά δέσµευσης και ο αριθµός σηµείων 
δέσµευσης. Οι συνθήκες χρωµατογραφικής ανάλυσης των πειραµάτων στατικής 
επαναδέσµευσης περιγράφονται στην παράγραφο 3.2.3. 
 






















            Σχήµα 6 : Γραφική απεικόνιση της ισόθερµης δέσµευσης της κερκετίνης στο mip1/nip1 
 
Παρατηρείται ότι η προσροφητική ικανότητα του µοριακού αποτυπωµένου 
πολυµερούς mip1 είναι µεγαλύτερη από την προσροφητική ικανότητα του µη 
αποτυπωµένου πολυµερούς nip1. H διαφοροποίηση αυτή οφείλεται στην ικανότητα 
της κερκετίνης να δηµιουργεί κατά τον πολυµερισµό ειδικές θέσεις δέσµευσης στο 
πολυµερές. Ακολούθησε ανάλυση των ισόθερµων δέσµευσης του πολυµερούς τόσο 
µε το µοντέλο διακριτής κατανοµής bi-Lamguir (σχήµα 7) όσο και µε το µοντέλο 
συνεχούς κατανοµής Freundlich(σχήµα 8). Για κάθε ένα από τα µοντέλα κατανοµής 
υπολογίστηκαν η σταθερά δέσµευσης και ο αριθµός σηµείων δέσµευσης τα οποία 
παρουσιάζονται στον πίνακα 5 . 
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N1 = 2,2µmol/g            
Kd = 3,08µmol/lt
N2 = 19,85 µmol/g       
Kd = 160,5 µmol/lt 
 
 Σχήµα 7: Εφαρµογή ισόθερµης δέσµευσης µε µοντέλο διακριτής κατανοµής  
bi-Lamguir σε µορφή Scatchard plot 
 
 





























Σχήµα 8 : Εφαρµογή ισόθερµης δέσµευσης µε µοντέλο συνεχούς κατανοµής 
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Πίνακας 5: Παράµετροι δέσµευσης από την προσοµοίωση των ισόθερµων δέσµευσης  
 µε τα µοντέλα bi-Lamguir και Freundlich 
MIP 1(Querc) 
Μοντέλο ∆ιακριτούς  Κατανοµής  bi-Lamguir 
Kd υψηλής συγγένειας 3,08µmol/lt 
Ν1 (µmol/gr) υψηλής συγγένειας 2,2 µmol/gr 
Kd χαµηλής συγγένειας 160,5µmol/lt 
Ν2 (µmol/gr) χαµηλής συγγένειας 19,85 µmol/gr 
Μοντέλο συνεχούς κατανοµής Freundlich 
α 1428,565 
m 0,5759 
ΝΚ1-Κ2 (µmol/gr) 5,53µmol/gr 
K d (µM) 10,4µΜ 
Κa 9,54x10
4M-1 
                * Κ1-Κ2 = 180,32x 104M-1-0,71x104M-1  
 
Οι σταθερές δέσµευσης που υπολογίστηκαν µε βάση τα µοντέλα bi-Lamguir 
και Freundlich δεν παρουσιάζουν απόκλιση. Η προκύπτουσα σταθερά m(0,5759) 
δείχνει ότι ο βαθµός απόδοσης της αποτύπωσης ήταν αρκετά ικανοποιητικός και ότι 
υπάρχει οµοιογένεια των θέσεων δέσµευσης(δηµιουργία ειδικών θέσεων δέσµευσης). 
Τα αποτελέσµατα του πειράµατος στατικής επαναδέσµευσης συµπίπτουν µε τα 
αποτελέσµατα της αποτίµησης της µοριακής αποτύπωσης µε HPLC(βλ 4.4.1). 
Επιβεβαιώνεται  λοιπόν ότι µέσω της τεχνικής της µοριακής αποτύπωσης 
παρασκευάσθηκαν αποτυπώµατα µε υψηλή σταθερά επαναδέσµευσης  του 
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            Σχήµα 9 : Γραφική απεικόνιση της ισόθερµης δέσµευσης της ΤΟΑΑ στο mip1-nip1 
 
Παρατηρείται ότι η προσροφητική ικανότητα του µοριακού αποτυπωµένου 
πολυµερούς mip2 είναι πολύ µεγαλύτερη από την προσροφητική ικανότητα του µη 
αποτυπωµένου πολυµερούς nip2. Συγκεκριµένα φαίνεται στο σχήµα 9 ότι η καµπύλη 
προσρόφησης του nip2 πλησιάζει τον άξονα x. Αποδεικνύεται ακόµη µία φορά (βλ 
4.3.2) ότι στο πολυµερές σώµα δεν έχουν δηµιουργηθεί µη ειδικές θέσεις δέσµευσης.  
Ακολούθησε ανάλυση των ισόθερµων δέσµευσης του πολυµερούς τόσο µε το 
µοντέλο διακριτής κατανοµής bi-Lamguir (σχήµα 10) όσο και µε το µοντέλο 
συνεχούς κατανοµής Freundlich(σχήµα 11). Για κάθε ένα από τα µοντέλα κατανοµής 
υπολογίστηκαν η σταθερά δέσµευσης και ο αριθµός σηµείων δέσµευσης τα οποία 
παρουσιάζονται στον πίνακα 6 . 
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Scatchard plot
y = -282.07x + 22.528
Kd = 3.5µmol/lt
N = 2.6µmol/g




























 Σχήµα 10 : Εφαρµογή ισόθερµης δέσµευσης µε µοντέλο διακριτής          
κατανοµής  bi-Lamguir σε µορφή Scatchard plot 
 
 






















Σχήµα 11 : Εφαρµογή ισόθερµης δέσµευσης µε µοντέλο συνεχούς 











Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:55:32 EET - 137.108.70.7
 63
Πίνακας 6 : Παράµετροι δέσµευσης από την προσοµοίωση των ισόθερµων δέσµευσης  
 µε τα µοντέλα bi-Lamguir και Freundlich 
MIP 2(ΤΟΑΑ) 
Μοντέλο ∆ιακριτούς  Κατανοµής  bi-Lamguir 
Kd  υψηλής συγγένειας 3,5µmol/lt 
Ν1 (µmol/gr) υψηλής 
συγγένειας 
2,6µmol/gr 
Kd  χαµηλής συγγένειας 98,12µmol/lt 
Ν2 (µmol/gr) χαµηλής 
συγγένειας 
23µmol/gr 
Μοντέλο συνεχούς κατανοµής Freundlich 
α 6996,809 
m 0,7004 
ΝΚ1-Κ2 (µmol/gr) 3,46µmol/gr 
K d (µM) 16µΜ 
Κa 6,24x10
4M-1 
                          *Κ1-Κ2 = 91,13x 104M-1-0,83x104M-1 
 
Οι σταθερές δέσµευσης που υπολογίστηκαν µε βάση τα µοντέλα bi-Lamguir 
και Freundlich δεν παρουσιάζουν απόκλιση. Η προκύπτουσα σταθερά m(0,70041) 
δείχνει ότι ο βαθµός απόδοσης της αποτύπωσης(βλ 2.5.2) ήταν καλός καθώς υπάρχει 
µεγάλη οµοιογένεια των θέσεων δέσµευσης(δηµιουργία ειδικών θέσεων δέσµευσης). 
Τα αποτέλεσµα αυτά συµπίπτουν µε τα αποτελέσµατα της αποτίµησης της µοριακής 
αποτύπωσης µε HPLC(βλ 4.4.2).  
 
4.5 Αποτελέσµατα Πειράµατος Εκχύλισης Στερεής Φάσης(SPE)- Υπολογισµός 
χωρητικότητας στηλών (spe) 
 Η χωρητικότητα των στηλών MIP-SPE εκτιµήθηκε µε πειράµατα ανάκτησης 
του υποστρώµατος στη στήλη του αποτυπωµένου πολυµερούς σε σύγκριση πάντα µε 
τη στήλη του τυφλού πολυµερούς. Συγκεκριµένα αφού η στήλη MIP-SPE 
εξισορροπήθκε, πραγµατοποιήθηκε φόρτωση διαλύµατος του υποστρώµατος στη 
στήλη µε διαδοχικές φορτώσεις  των 12*16µg/ml κερκετίνης. Μετά το πέρας των 
φορτώσεων (στάδιο load) ακολούθησε ξέπλυµα της στήλης αρχικά µε µη πολικό 
(στάδιο wash)  και στη συνέχεια µε πολικό διαλύτη (στάδιο elute). Μετά από κάθε 
στάδιο το έκλουσµα συλλέχθηκε και µε κατάλληλη προεργασία (βλ 3.3.3) αναλύθηκε 
χρωµατογραφικά.  
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Σχήµα 12: Αποτελέσµατα πειραµάτος εκχύλισης στερεής φάσης(στάδιο 2ο)- προσδιορισµός 
χωρητικότητας τυφλού-αποτυπωµένου πολυµερούς.  
 
 
Η χωρητικότητα των στηλών SPE προσδιορίστηκε όπως φαίνεται και στο σχήµα,  ως 
144µg/100mg για την mip στήλη και 80µg/100mg για την nip στήλη. 
 
Στον πίνακα  που ακολουθεί παρουσιάζονται συγκεντρωτικά τα αποτελέσµατα της 
χρωµατογραφικής ανάλυσης των δειγµάτων που παραλήφθηκαν από τα στάδια 2,3,4. 
 
 
Πίνακας 7: Αποτελέσµατα πειράµατος εκχύλισης στερεής φάσης 
 
Πείραµα εκχύλισης SPE 
Querc NIP (µg) MIP (µg) 
Φόρτωση 192 192 
Ρόφηση 80 144 
Ξέπλυµα 12,741 8,067 
Έκλουση 42,958 73,398 
             
H χωρητικότητα του αποτυπωµένου πολυµερούς(144µg/100mg) είναι πολύ 
µεγαλύτερη από αυτήν του τυφλού πολυµερούς(80µg/100mg). Όπως παρουσιάζεται 
και στον πίνακα το αποτυπωµένο πολυµερές έχει την ικανότητα να δεσµεύει ισχυρά 
και ειδικά την κερκετίνη αφού είναι απαραίτητη η χρήση πολικού διαλύτη για να 
επιτευχθεί η αποµάκρυνση της από τις κοιλότητες του αποτυπωµένου πολυµερούς. Οι 
ιδιότητες του αποτυπωµένου πολυµερούς οφείλονται στην ικανότητα της κερκετίνης 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Ο HIF-1 αποτελεί ένα πολύ σηµαντικό µεταγραφικό παράγοντα ο οποίος 
είναι υπεύθυνος για τις κυτταρικές και συστηµατικές αποκρίσεις στην υποξία και 
κατέχει σηµαντικό ρόλο στη φυσιολογία και παθοφυσιολογία του ανθρώπου. 
Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η εµπλοκή του HIF-1 στην ογκογένεση. Σε πολλές 
καρκινικές σειρές κυττάρων έχουν ανιχνευθεί υψηλά επίπεδα του HIF-1 και έχουν να 
κάνουν µε την προσπάθεια της επιβίωσης των ταχύτατα πολλαπλασιαζόµενων 
καρκινικών κυττάρων εξαιτίας της ελλιπούς αιµάτωσης και  οξυγόνωσης σε αυτές τις 
περιοχές. Έχει δειχθεί επίσης ότι ο HIF-1 µπορεί να προάγει την διεισδυτικότητα και 
την αθανασία των καρκινικών κυττάρων (Semenza G., 2003). Tα παραπάνω κάνουν 
φανερή την προοπτική της χρησιµοποίησης του HIF-1 ως στόχο αντικαρκινικής 
θεραπείας µέσω αναστολής της µεταγραφικής του ενεργότητας. 
Για τις περισσότερες κυτταρικές διαδικασίες που σχετίζονται µε την επαγωγή 
και την ενεργοποίηση του HIF-1 έχουν βρεθεί µέχρι σήµερα αρκετοί αναστολείς 
[Νagle]. Οι αναστολείς αυτοί είναι αποτελεσµατικοί in cellulo (σε 
κυτταροκαλλιέργειες),  όµως οι περισσότεροι από αυτούς δεν βρίσκουν εφαρµογές in 
vivo ως φάρµακα εξαιτίας π.χ. µεταβολικής αστάθειας ή τοξικότητας. Και σήµερα η 
αναζήτηση νέων βιοδραστικών ενώσεων-πρόδροµων φαρµάκων που στοχεύουν τον 
HIF-1, είναι έγκυρο φαρµακευτικό ζήτηµα.   
Μία νέα και ιδιαίτερα υποσχόµενη στρατηγική αναζήτησης βασίζεται στην 
µοριακή αποτύπωση των ήδη γνωστών in cellulo αναστολέων ή υποστρωµάτων των 
ενζύµων και υποδοχέων που εµπλέκονται στη διαδικασία, µονοπάτι στόχο και 
µετέπειτα χρήση των αποτυπωµάτων για την ανίχνευση και αποµόνωση νέων 
βιοδραστικών ενώσεων. Με αποτύπωση γίνεται συνθετική τρισδιάστατη 
αναπαράσταση  στη µάζα του πολυµερούς των θέσεων δέσµευσης  των 
αναστολέων/υποστρωµάτων στα αντίστοιχα ένζυµα και υποδοχείς. Το πολυµερές 
αυτό µπορεί να αναγνωρίσει και να συγκρατήσει µόνο τις ουσίες που έχουν 
στερεοχηµική και λειτουργική οµοιότητα µε το αποτυπωµένο µόριο και ως 
αποτέλεσµα έχουν την δυνατότητα να εισχωρήσουν και να συγκρατηθούν στις 
αποτυπωµένες κοιλότητες. Στερεοχηµική και λειτουργική οµοιότητα όµως προϊδεάζει 
και ανάλογη βιοδραστικότητα. 
Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η δηµιουργία µοριακών αποτυπωµάτων 
µε ικανότητα ανίχνευσης, εκλεκτικής δέσµευσης και αποµόνωση αναστολέων του 
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HIF-1α. από διαφορά υποστρώµατα (π.χ. βιβλιοθήκες χηµικών ενώσεων, 
εκχυλίσµατα φυτών). 
Επιλέχθηκαν να αποτυπωθούν η ουσία κερκετίνη η οποία είναι γνωστός 
αναστολέας των ΜΑΡΚ κινασών που επάγουν την µεταγραφήκή ικανότητα του HIF-
1 και η ουσία τρι-ακετυλοαδενοσίνη(ΤΟΑΑ) η οποία είναι ανάλογο ΑΤΡ, 
συµπαράγοντα των πρωτεϊνικών κινασών.  
Συνοπτικά, πραγµατοποιήθηκε παρασκευή µοριακώς αποτυπωµένων 
πολυµερών για την κερκετίνη και την ΤΟΑΑ  και τα πολυµερή σώµατα που 
προέκυψαν χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα χρωµατογραφίας, στατικής 
επαναδέσµευσης και εκχύλισης στερεής φάσης(µόνο για κερκετίνη) µε στόχο τον 
προσδιορισµό της απόδοσης της µοριακής αποτύπωσης. Μη µοριακώς αποτυπωµένα 
πολυµερή παρασκευάσθηκαν µε την ίδια διαδικασία αλλά απουσία υποστρώµατος 
και χρησιµοποιήθηκαν ως τυφλό-µάρτυρες για την εκτίµηση του αποτελέσµατος της 
αποτύπωσης. 
 Τα αποτελέσµατα ήταν ιδιαιτέρως ενθαρρυντικά. Το παρασκευασθέν 
πολυµερές για την κερκετίνη δεσµεύει ειδικά το υπόστρωµα µε συντελεστή 
αποτύπωσης IF1 = 6,6  και παρουσιάζει µέση έως υψηλή συγγένεια ως προς το 
υπόστρωµα µε Ka =9,54x104 M-1. Από τα δύο αυτά αποτελέσµατα που προέκυψαν 
από πειράµατα χρωµατογραφίας HPLC-MIP και από πειράµατα στατικής 
επαναδέσµευσης αντίστοιχα, προκύπτει ότι στο µοριακώς αποτυπωµένο πολυµερές 
έχουν δηµιουργηθεί ειδικές θέσεις δέσµευσης οι οποίες είναι ικανές να ανιχνεύσουν 
και να δεσµεύσουν ειδικά την κερκετίνη  και ανάλογες ενώσεις.  
Επιτυχής ήταν και η µοριακή αποτύπωση της ΤΟΑΑ. Το παρασκευασθέν 
πολυµερές  (ΜΙΡ-ΤΟΑΑ) δεσµεύει ειδικά το υπόστρωµα µε συντελεστή αποτύπωσης 
IF2 = 31,2.  Η απόδοση της αποτύπωσης ήταν αρκετά υψηλή καθώς ΙF=31,2 είναι από 
τους µεγαλύτερους βαθµούς αποτύπωσης που υπάρχουν στην βιβλιογραφία.  Επίσης 
από τα πειράµατα στατικής επαναδέσµευσης προσδιορίστηκε ότι το αποτυπωµένο 
πολυµερές  παρουσιάζει µέση έως υψηλή συγγένεια ως προς το υπόστρωµα µε Ka 
=6,24x104 M-1.  
Εφόσον τα µοριακά αποτυπώµατα που προέκυψαν έχουν την ικανότητα 
ειδικής δέσµευσης του αρχικού υποστρώµατος  προσδοκάται ότι θα µπορούν να 
ανιχνεύουν και να δεσµεύουν ειδικά οµόλογες ενώσεις. Ως µελλοντικός στόχος 
τίθεται η στοχευόµενη αναζήτηση και  αποµόνωση βιοδραστικών ενώσεων από 
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φυσικές πηγές όπως είναι τα  βότανα  µε ενδείξεις αντικαρκινικής δράσης από 
επιδηµιολογικές µελέτες και εφαρµογές της παραδοσιακής ιατρικής.  
 Σε αυτό το πλάνο κινήθηκε και η συγκεκριµένη διπλωµατική εργασία. 
Αναλυτικότερα και όσο αναφορά τη µελέτη ολόκληρου του εργαστηρίου 
χρησιµοποιήθηκε το αποτύπωµα της κεκρετίνης  για την αποµόνωση νέων 
αναστολέων του HIF-1α από εκχυλίσµατα της ρητίνης Boswellia Serrata. Το  
3-O-Ακέτυλο-11-κετο-β-µποσβελλικό οξύ (AKBA)  το οποίο αποµονώθηκε µε την 
τεχνική αυτή και βρέθηκε εν συνεχεία ότι αναστέλλει τα επίπεδα της σύνθεσης του 
ΗΙF-1α [Lakka et al 2010], στην παρούσα διπλωµατική εργασία διαπιστώθηκε ότι 
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